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As respostas inflamatória e febril são importantes para a defesa do organismo contra 
agentes agressores. Mediadores inflamatórios liberados por células do sistema 
imune e neurotransmissores e peptídeos provenientes de fibras nervosas, 
especialmente das fibras vagais, são importantes na interligação destas respostas. 
Estudos anteriores realizados em nosso laboratório evidenciaram a importância do 
nervo vago e da acetilcolina, o principal neurotransmissor das fibras eferentes 
vagais, na manutenção das células residentes na cavidade peritonial e, então, na 
modulação das respostas inflamatória e febril. A substância P (SP) é um 
neuropeptídeo abundante nas fibras aferentes vagais e dados da literatura sugerem 
que a mesma é capaz de modular a liberação de citocinas, bem como a liberação de 
outros mediadores inflamatórios pelas células do sistema imune, ao se ligar aos 
receptores para taquicininas NK1. No entanto, faltam estudos in vivo que relacionem 
as conseqüências desses efeitos mediados pela substância P nas respostas 
inflamatória e febril. Neste trabalho avaliou-se o papel deste neuropeptídeo nestas 
respostas, testando-se o efeito do antagonista seletivo de receptor NK1, SR140333, 
nas respostas inflamatórias (extravasamento plasmático e migração celular) e febril, 
induzidas por lipopolissacarídeo (LPS). Os resultados mostraram que a 
administração sistêmica de SR140333 não é capaz de modificar o número de 
células residentes na cavidade peritonial; a febre, o extravasamento plasmático ou a 
migração celular induzidos por LPS, sugerindo que a SP liberada perifericamente                                                                                                                                   
não é essencial para o desencadeamento dessas respostas induzidas por esta 
endotoxina. No entanto, a administração central de SR140333 reduziu 
significativamente a febre induzida pela administração periférica de LPS. Esses 
dados evidenciam um papel relevante da SP presente no sistema nervoso central na 
resposta febril desencadeada pelo LPS. Em adição, a administração 
intracerebroventricular de substância P, em animais tratados com captopril, induziu 
uma resposta febril que foi significativamente reduzida pelo SR140333. 
Considerando que muitos mediadores estão envolvidos na resposta febril induzida 
por LPS, como a interleucina (IL)-1β, avaliou-se o efeito do SR140333 na febre 
induzida por esta citocina, que é considerada um dos principais pirogênios 
endógenos. Porém, diferente do que foi observado para o LPS, o SR140333 não 
modificou a febre induzida pela IL-1β. Desta forma, é possível que a SP esteja sendo 
liberada antes da IL-1β na cascata de mediadores da febre do LPS ou, ainda, que a 









The inflammatory and febrile responses are essential components of host defense 
against environmental aggressors such as pathogens. Inflammatory mediators 
released by the immune cells, along with peptides and neurotransmitters, mainly 
from the vagus nerve, play a key role in these neuro-immune interactions.  Previous 
studies in our lab have shown an important role of the acetylcholine released from 
the efferent fibers of the vagus nerve on the maintenance of peritoneal resident cells 
and consequently in the modulation of inflammatory and febrile responses. 
Substance P (SP) is an abundant neuropeptide of the afferent vagus fibers, and data 
from literature suggest that SP is able to modulate apoptosis and inflammatory 
mediators release such as cytokines and others, through activation of tachykinins 
NK1 receptors. However, there is a lack of in vivo studies evaluating the role of SP in 
inflammatory and febrile responses. In this study we investigated the effect of the 
selective NK1 receptor antagonist, SR140333, on the inflammatory (protein 
extravasation and cell migration) and febrile responses induced by 
lipopolyssacharide (LPS). The results showed that the systemic injection of 
SR140333 did not modify the fever, protein extravasation, or the cell migration to the 
peritoneal cavity induced by LPS, suggesting that peripheral SP is not essential to 
the development of these responses. However, intracerebroventricular administration 
of SR140333 significantly reduced the fever induced by peripheral injection of LPS. 
These data emphasize an important role of the SP on the central nervous system 
during the febrile response induced by this endotoxin. In addition, 
intracerebroventricular injection of SP in captopril-treated rats induced a febrile 
response that was significantly reduced by SR140333. Considering that there are 
many mediators involved in the LPS-induced fever, such as interleukin (IL)-1β, we 
also evaluated the effect of SR140333 on the fever induced by this cytokine which is 
considered one of the most important endogenous pyrogens. Surprisingly, different 
from what we observed after LPS, SR140333 did not modify the fever induced by IL-
1β.  Therefore, it is possible that SP is released previously to IL-1β, or that SP acts 
on different pathways involved in LPS-induced fever. Altogether these data suggest 
that, different from what we have observed for acetylcholine, the substance P 
releasing peripherally is not relevant for fever, neutrophil migration or protein 
extravasation induced by LPS. However, central release of substance P is essential 
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O sistema imunológico tem papel fundamental na proteção do organismo 
contra agentes agressores. A resposta inflamatória é um dos mecanismos de defesa 
inespecíficos utilizados pelo sistema imune para re-estabelecer a homeostasia do 
organismo através da diluição, destruição ou isolamento dos agentes agressores 
(revisado por GALLIN et al., 1992; CRONSTEIN e WEISSMANN, 1993).                                                                                                
 A inflamação é uma resposta do organismo à lesão ou destruição de um 
tecido, que envolve eventos vasculares e celulares, coordenados por múltiplos tipos 
de leucócitos, mediadores químicos e fatores de crescimento teciduais ou 
plasmáticos (WEAVER, 1995). Os principais mediadores envolvidos no processo 
inflamatório incluem a histamina, os eicosanóides, o fator de ativação plaquetária 
(PAF), os neuropeptídeos, o óxido nítrico, as citocinas, as cininas, o fragmento C5a 
do sistema complemento, dentre outros (para revisão ver BARNES et al., 1998).  
Os mediadores liberados atuam localmente desencadeando os sinais 
característicos deste processo, ou seja, dor, calor, rubor e edema, acompanhados 
ou não da perda de função do tecido ou órgão afetado (ROCHA e SILVA, 1978; 
SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1985). Microscopicamente esses sinais envolvem 
uma complexa série de eventos que incluem dilatação de arteríolas, capilares e 
vênulas, com aumento da permeabilidade e fluxo sangüíneo, exsudação de fluidos e 
migração de leucócitos para o foco inflamatório. 
Os vários mediadores inflamatórios normalmente atuam restringindo as 
conseqüências e a extensão do dano tecidual, induzindo somente os sinais locais. 
Entretanto, dependendo da persistência ou intensidade da lesão, alguns mediadores 
podem difundir-se e mediar sinais e sintomas sistêmicos como febre, aumento da 
produção de proteínas de fase aguda, leucocitose, ativação do sistema 
complemento, aumento da produção de glicocorticóides, alterações metabólicas e 
das concentrações plasmáticas de metais como ferro, cobre e zinco. Esta resposta 
sistêmica é denominada reação de fase aguda (RFA) (STADNYK e GAULDIE, 1991, 
ZEISBERGER, 1999).  
A complexidade destas respostas tem até hoje exigido constante 
investigação e nosso grupo tem procurado entender os mecanismos envolvidos na 
interação da resposta inflamatória com a reação de fase aguda. Em continuidade a 
estes estudos, este trabalho teve como focos principais a migração de leucócitos, 
que faz parte da resposta inflamatória, e a resposta febril que faz parte da reação de 
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fase aguda. Tanto a resposta febril quanto a migração celular foram induzidas pela 
administração de Lipopolissacarídeo.  
 
1.1. LIPOPOLISSACARÍDEO (LPS) 
 
O LPS é um componente estrutural da parede celular de bactérias Gram-
negativas (RAETZ, 1990; RAETZ e WHITFIELD, 2002), grupo do qual fazem parte 
patógenos humanos como Escherichia coli, Salmonela enterica, Klebsiella 
pneumonie, dentre outras; e é reconhecido como o principal fator responsável pelas 
manifestações tóxicas das infecções severas por bactérias Gram-negativas e da 
resposta inflamatória generalizada. Quando uma bactéria se multiplica, sofre lise ou 
morre, LPS é liberado da superfície celular (RIETSCHEL e BRADE, 1992; 
RIETSCHEL et al., 1994).  
Os efeitos do LPS são mediados principalmente através dos receptores Toll-
like (TLR)-4 (POLTORAK et al., 2000), mas outros mecanismos também podem 
estar envolvidos em suas ações (DOBROVOSKAIA e VOGEL, 2002). Os membros 
da família TLR são vistos como os receptores chave para o reconhecimento dos 
chamados “padrões-moleculares associados a patógenos - PAMPs”, necessários 
para a ativação do sistema de imunidade inata, que representa a primeira linha de 
defesa do organismo contra invasores/patógenos (ROTH et al., 2009). Pelo menos 
dez subtipos de TLR, reconhecedores de vários produtos microbianos, foram 
identificados em humanos (MATSUSHIMA et al., 2007).  
SHIMAZU et al. (1999) evidenciaram a presença de uma molécula não-
membrânica que fisicamente se associa ao TLR4 e é essencial para uma ótima 
sinalização intracelular induzida pelo LPS, a proteína MD-2.  Recentemente PARK et 
al. (2009) mostraram que o complexo estrutural envolvido no reconhecimento do 
LPS é formado por um dímero simétrico TLR4-MD-2-LPS. A transferência do LPS 
para TLR4-MD-2 envolve duas proteínas acessórias: a proteína ligante de LPS 
(LBP) e o CD14 (JIANG et al., 2000; MIYAKE, 2006). A LBP é uma proteína 
plasmática de fase aguda sintetizada no fígado, que catalisa a transferência do LPS 
de aglomerados de LPS para outras proteínas e/ou receptores (WAN et al., 1995; 
TOBIAS et al., 1997). O CD14 é uma molécula encontrada na superfície de células 
de origem mielóide como os monócitos, macrófagos e neutrófilos, podendo também 
ser visto em sua forma solúvel no plasma. Junto com a LBP, o CD14 pode mediar 
____                                                                                                         Introdução 16 
diretamente várias ações do LPS em diferentes tipos celulares, ou indiretamente 
facilitando o desencadeamento de efeitos através dos TLR4 (HAZIOT et al., 1997; 
DOBROVOSKAIA e VOGEL, 2002). 
Diversos tipos de células respondem à estimulação com LPS, como as 
células mononucleares e polimorfonucleares, as células endoteliais e do músculo 
liso, sendo as principais os monócitos e os macrófagos. A ativação destas células 
pelo LPS induz a produção de diversos mediadores, como do fator de necrose 
tumoral (TNF)-α e das interleucinas (IL)-1, 6, 8 e 10, dentre outras substâncias 
(VOGEL e HOGAN, 1990; DOBROVOSKAIA e VOGEL, 2002; ROTH et al., 2009), 
importantes para o desencadeamento das respostas inflamatória e febril. 
 
1.2. MIGRAÇÃO CELULAR 
 
A migração de leucócitos do sangue para dentro dos tecidos representa um 
dos mais importantes componentes da resposta inflamatória, pois possibilita o 
acesso destas células ao local injuriado. 
Leucócitos circulantes migram dos vasos para os tecidos tanto em condições 
normais quanto em circunstâncias patológicas. Na inflamação, à medida que o fluxo 
sangüíneo se lentifica como decorrência da vasodilatação e do aumento da 
permeabilidade venular, os leucócitos saem da coluna central do fluxo e assumem 
uma posição mais periférica, passando a margear a superfície endotelial 
(marginação). Posteriormente, os leucócitos iniciam uma adesão transitória ao 
endotélio (rolagem) e, finalmente, interrompem seu trajeto em algum ponto onde 
possam aderir firmemente ao endotélio vascular. Uma vez aderidos, os leucócitos 
inserem pseudópodos nas junções entre as células endoteliais até que consigam 
atravessar a membrana e passar para o espaço extravascular (LAWRENCE e 
SPRINGER, 1991; VON-ADRIAN et al., 1991; LANGER e CHAVAKIS, 2009).  
A direção da locomoção das células no espaço extravascular é determinada 
tanto pela fonte de atrativos/quimiotáticos no ambiente local (quimiotaxia) (KELLER 
et al., 1977), quanto pelo gradiente de proteínas ligantes adesivas na matriz celular 
(SCHWARZBAUER, 1997), sendo a região de maior densidade de proteínas mais 
favorável ao acúmulo de leucócitos (SPRINGER, 1995). 
Neste contexto, vários receptores de adesão estão envolvidos nos 
processos de rolagem e adesão firme dos leucócitos ao endotélio vascular. Estes 
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pertencem a três famílias de moléculas de adesão: as selectinas, as integrinas e as 
imunoglobulinas. 
Proteínas adesivas do tipo selectina são encontradas na maioria dos tipos 
celulares de origem hematopoiética e nas células endoteliais dos vasos sangüíneos 
e dos vasos linfáticos (BEVILACQUA e NELSON, 1993, ALBELDA et al., 1994). São 
conhecidos três membros da família das selectinas: a L-selectina (LAM-1, CD62L, 
Mel-14), expressa em leucócitos, a P-selectina, encontrada nas membranas dos 
grânulos densos das plaquetas e nos corpos de Weibel-Palade nas células 
endoteliais, e a E-selectina (ELAM-1, CD62), induzida somente em células 
endoteliais, e que como a P-selectina, liga-se a glicoproteínas superficiais presentes 
em leucócitos (MATSUBA et al., 1997; MALIK e LO, 1996; KLEIN et al., 1995; 
SCHOLZ et al., 1996). A característica de reversibilidade da ligação dos PMNs às 
selectinas é que garante a movimentação dessas células ao longo da parede dos 
vasos e, assim, sua remoção do fluxo sanguíneo (para revisão ver BROWN, 1997).  
O sinal inicial para o próximo passo da transmigração endotelial de 
leucócitos, ou seja, a adesão firme ao endotélio, é postulado ser tanto um evento em 
resposta a uma citocina inflamatória quanto devido à propagação de sinais pelas 
selectinas ativadas. As selectinas podem atuar promovendo uma transição ordenada 
do fenômeno de rolagem para um processo envolvendo a expressão de integrinas, 
assegurando assim o sucesso da migração (ZIMMERMAN et al., 1996a; WILLIAMS 
e SOLOMKIN, 1999). 
Integrinas são um grupo de proteínas transmembrânicas heterodiméricas 
encontradas em PMN e outras células hematopoiéticas, que medeiam a adesão 
célula-célula e célula-matriz extracelular (HYNES, 1992). 
Existem três subfamílias das integrinas: β1, β2 e β3. A subfamília mais 
estudada é a das integrinas β2 (CD18), pois são proteínas presentes em todos os 
leucócitos, essenciais para a firme adesão destas células ao endotélio (CRONSTEIN 
e WEISSMANN, 1993). A ligação dos leucócitos ao endotélio é mediada 
primariamente por duas integrinas da família β2. Estas são o antígeno de macrófago-
1 (Mac-1), e o antígeno de função associada a linfócito-1 (LFA-1), a integrina 
predominantemente usada na migração de linfócitos. A expressão basal de LFA-1 é 
inalterada por ativadores ou estímulos, ao passo que Mac-1 pode ser rapidamente 
mobilizada das vesículas secretoras ou dos grânulos presentes nos PMN, após 
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estímulos destas células com formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), LPS e outros 
mediadores como o TNF-α (LUSCINSKAS e LAWLER, 1994; ALTIERI e 
EDGINGTON, 1988). 
Estas integrinas dos leucócitos interagem com a terceira família de 
moléculas de adesão, envolvidas na adesão célula-célula, que é a superfamília das 
imunoglobulinas. Estas moléculas, presentes nas células endoteliais, contribuem 
para a adesão firme dos leucócitos ao endotélio ao se ligarem às integrinas. Dois 
membros da família das imunoglobulinas são ligantes para as integrinas de 
leucócitos: a molécula de adesão da célula vascular-1 (VCAM-1) e a molécula de 
adesão intercelular-1 (ICAM-1) (CRONSTEIN e WEISSMANN, 1993). VCAM-1 é 
encontrada em células endoteliais, mas apresenta seletividade pelas β1-integrinas, 
sendo importante na migração de monócitos e eosinófilos. Já a ICAM-1, também 
encontrada nas células endoteliais, tem maior afinidade pela Mac-1 e é 
marcantemente induzida por citocinas inflamatórias, sendo então mais importante 
para a migração de PMN do que a VCAM-1 (para revisão ver WAGNER e ROTH, 
2000; LANGER e CHAVAKIS, 2009).  
O controle da síntese e/ou expressão destas moléculas de adesão é ditado 
em parte por sinais intracelulares e pela comunicação entre as próprias proteínas de 
adesão. No entanto, grande parte desta síntese e/ou expressão depende de 
mediadores presentes no local da inflamação. 
Dentre os mediadores solúveis responsáveis pela migração celular estão 
citocinas como o TNF-α e a IL-1β, que são as duas mais importantes citocinas pró-
adesivas presentes nas respostas inflamatórias. Os macrófagos/monócitos são a 
fonte principal dessas substâncias e o LPS talvez o mais importante indutor 
(revisado por TRACEY e CERAMI, 1993; TRACEY e CERAMI, 1994).  
Leucócitos PMNs podem responder ao TNF-α ativando e expressando 
integrinas, produzindo fatores quimiotáticos como a IL-8 e o PAF (HUBER et al., 
1991; KUIJPERS et al., 1992), e liberando o conteúdo de seus grânulos. Tanto o 
TNF-α quanto a IL-1 induzem a expressão de selectinas e ICAM-1 em células 
endoteliais e promovem ativação de integrinas em PMNs. ROMER et al., em 1995, 
demonstraram que monocamadas de células endoteliais ou PMN expostos in vitro 
ao TNF-α tiveram um aumento tempo e dose-dependente da expressão de 
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selectinas e integrinas. O mesmo foi observado por SCHOLZ et al., em 1996, após o 
tratamento com IL-1.  
Dentre os principais fatores quimiotáticos induzidos por IL-1 e TNF-α estão 
as quimiocinas. As quimiocinas são uma grande familia de citocinas estruturalmente 
homólogas, que estimulam o movimento dos leucócitos e regulam a migração destes 
do sangue para os tecidos, além de estimular a produção de novas citocinas e 
auxiliar em diferenciações celulares. A quimiocina mais bem estudada é a IL-8, que 
é o estímulo primário para a migração de neutrófilos em muitas respostas 
inflamatórias. Roedores não apresentam IL-8 e acredita-se que seus análogos sejam 
as citocinas CINC (fatores quimiotáticos para neutrófilos induzidos por citocinas), 
que são similares a proteínas oncogênicas relacionadas ao crescimento de 
melanomas (WATANABE et al., 1993; NAKAGAWA et al., 1994). As CINC, 
especialmente a proteína inflamatória de macrófago (MIP)-2, são liberadas por 
macrófagos de ratos estimulados com LPS in vitro e possuem habilidades 
semelhantes a IL-8 de induzir quimiotaxia e degranulação de PMN (para revisão ver 
WAGNER e ROTH, 2000). 
Num outro grupo de fatores quimiotáticos estão também alguns derivados de 
fosfolipídios de membrana, como o PAF e o leucotrieno B4 (LTB4). 
O PAF é formado a partir da liso-gliceril-fosforil-colina, originado pela ação 
da enzima fosfolipase A2 sobre os fosfolipídios de membrana (BARNES et al., 1998). 
Pode ser produzido por células endoteliais, plaquetas, PMNs e macrófagos. Ele atua 
tanto em processos pró-inflamatórios quanto em pró-adesivos, ou seja, em adição à 
quimiotaxia, o PAF tem importância na firme adesão de PMNs ao endotélio vascular 
(ZIMMERMAN et al., 1996b). 
Os leucotrienos são produzidos, predominantemente, por células 
inflamatórias como PMN, macrófagos e mastócitos, ativadas por complexos imunes, 
peptídeos bacterianos, dentre outros estímulos. Eles são formados pela ação da 
enzima 5-lipoxigenase sobre o ácido araquidônico, liberado dos fosfolipídios de 
membrana pela ação também da enzima fosfolipase A2 (FUNK, 2001). Somente o 
leucotrieno da série B4 tem ação quimiotática. Ele está presente na maioria dos 
focos inflamatórios e é de 10 a 1000 vezes mais potente que o PAF em induzir 
quimiotaxia de PMN (NOHGAWA et al., 1997; RIBEIRO et al., 1997). 
Outros derivados do ácido araquidônico como prostaglandinas, tromboxanos 
e leucotrienos C4 e D4 não são considerados quimiotáticos, mas podem colaborar 
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para o processo de migração celular porque promovem vasodilatação e aumentam, 
assim, o fluxo sangüíneo local, facilitando o acesso de neutrófilos e monócitos ao 
sítio inflamatório (BARNES et al., 1998). 
Dois outros importantes quimiotáticos para neutrófilos são: a proteína C5a 
do sistema complemento e o fMLP. C5a extravascular promove transmigração 
endotelial dependente do gradiente de concentração da substância; pode também 
promover degranulação destas células (KOHL e BITTER-SUERMAN, 1993). O fMLP 
é um peptídeo bacteriano, resultante da clivagem das porções NH2- terminal de 
proteínas bacterianas durante a síntese das mesmas. Como o C5a, o fMLP exerce 
atividades pluripotentes nos PMN, incluindo a degranulação, o “burst” oxidativo 
(geração de ânions superóxido), a quimiotaxia e o aumento das respostas a outros 
ativadores (BORREGAARD e COWLAND, 1997). 
Os mecanismos envolvendo a migração direcionada dos leucócitos no 
espaço intersticial, num microambiente pato/fisiológico, ainda não estão 
completamente esclarecidos. Alguns estudos mostram que, a partir do momento em 
que os leucócitos, especialmente os neutrófilos, detectam um gradiente quimiotático, 
eles alteram suas formas tornando-se morfologicamente orientados para o gradiente 
e passam a migrar de uma maneira curvilinear sem pausas distintas (ZIGMOND, 
1978; KAY, et al., 2008). A resposta quimiotática é tão eficiente que a célula pode 
sentir uma diferença de concentração de apenas 1% sobre a superfície celular 
(ZIGMOND, 1977). Recentemente, KHANDOGA et al. (2009) verificaram que após a 
exposição de leucócitos a agentes quimiotáticos, como o MIP-1α e o PAF, ocorre um 
aumento significativo na extensão de adesão ao endotélio e da migração dessas 
células para o espaço intersticial, caracterizada por uma aumento na velocidade de 
migração direcionada, em linha reta/direta, aos estímulos. No sítio 
inflamatório/infeccioso, por sua vez, a alta concentração de quimiotáticos faz com 
que os neutrófilos desencadeiem os processos de fagocitose (BROWN, 1995), 
exocitose dos grânulos que contêm proteases (TAPPER, 1996) e geração de ânions 
superóxido (CHANOCK et al., 1994), a fim de destruir o(s) agente(s) agressor(es).  
Os macrófagos residentes são considerados como células de alarme, 
responsáveis pelo início da migração de neutrófilos para o sítio inflamatório 
(FERREIRA, 1980). A maioria dos macrófagos residentes deriva de monócitos 
circulantes, os quais são provenientes da divisão de células precursoras, os 
monoblastos, na medula óssea. Quando os monócitos deixam o sangue circulante e 
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entram nos tecidos, tornam-se macrófagos. Os macrófagos teciduais incluem as 
células de Kupffer no fígado, os macrófagos dos alvéolos pulmonares, os 
osteoclastos, a microglia no cérebro, os macrófagos da camada serosa do intestino, 
linfonodos, baço, articulações (células sinoviais), pele (células de Langerhans) e no 
endotélio (células dendríticas). Devido a sua abundância, distribuição, motilidade e 
responsividade, os macrófagos podem influenciar diversos aspectos das respostas 
imune e inflamatória (LASKIN e PENDINO, 1995). 
SOUZA et al., em 1988, observaram que quando há depleção dos 
macrófagos residentes na cavidade peritonial, a migração de neutrófilos induzida por 
diversos estímulos como carragenina, zimosan ou LPS, é reduzida. O mesmo foi 
observado por RIBEIRO et al. (1997) em animais estimulados com LTB4. Estes 
dados reforçam a importância dos macrófagos para a migração de PMN pois, uma 
vez que essas células são as principais produtoras de substâncias reguladoras da 
migração celular (VOGEL e HOGAN, 1990; DOBROVOSKAIA e VOGEL, 2002), uma 
diminuição no número das mesmas reduziria a produção de mediadores como o 
TNF-α e a IL-1, necessários ao desencadeamento da migração de PMNs. 
Além de participar efetivamente do fenômeno de migração celular, os 
macrófagos exercem um papel relevante no desenvolvimento da resposta febril 
induzida perifericamente, pois ambas as respostas compartilham de mediadores 
comuns, provenientes da estimulação destas células.  
 
1.3. RESPOSTA FEBRIL E REAÇÃO DE FASE AGUDA 
 
O sistema imune e o sistema nervoso são ambos desenvolvidos para 
perceber e responder a estímulos físicos e químicos, gerados dentro e fora do 
organismo. As células dos sistemas imune e nervoso comunicam-se através de 
estruturas de superfície (moléculas de adesão celulares e receptores) e de 
mediadores solúveis (hormônios, citocinas, neurotransmissores) (NEUMANN e 
WEKERLE, 1998). 
Citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α e as IL-1α e IL-1β e IL-6, liberadas 
por células inflamatórias, como os macrófagos, em resposta a um agressor 
(JANEWAY et al., 1999), têm um papel no local da injúria, como citado 
anteriormente, mediando a defesa imune, mas também sinalizam para o sistema 
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nervoso central (SNC) iniciar as respostas de defesa mediadas centralmente, como 
a febre (HANSEN et al., 2001).  
A febre pode ser considerada como parte de uma complexa estratégia de 
defesa do organismo contra microorganismos ou qualquer substância reconhecida 
como estranha pelas células imunes, sendo considerada o elemento chave da 
reação de fase aguda (RFA). Os benefícios da febre incluem o aumento da 
fagocitose, da migração de neutrófilos, da proliferação de células T e da produção 
de radical superóxido, aumento da síntese e da atividade de interferons, e 
diminuição da viabilidade e crescimento de bactérias dependentes de ferro 
(BLATTEIS e SEHIC, 1998). 
Em adição à febre, a RFA é caracterizada pelo aumento no número de 
leucócitos periféricos, especialmente de neutrófilos e seus precursores. Ao mesmo 
tempo, são observadas alterações bioquímicas, como a indução da síntese hepática 
de proteínas de fase aguda, alterações fisiológicas, como na termorregulação, na 
atividade do sistema endócrino, na ingestão de alimentos, nas fases do sono e 
alterações de comportamento (para revisão, ver ZEISBERGER, 1999).  É importante 
ressaltar que a RFA não é desencadeada pelos efeitos dos microorganismos ou das 
toxinas em si, mas, sim, pela liberação dos mediadores das células inflamatórias 
ativadas, após contato com pirógenos exógenos, como o LPS.  
A administração de LPS a animais de laboratório representa um dos 
modelos clássicos de indução da resposta febril, mimetizando o que ocorre 
naturalmente nos processos infecciosos. Seus efeitos são mais uniformes do que 
aqueles induzidos pela administração de bactérias. 
O LPS estimula células fagocíticas (macrófagos, neutrófilos) induzindo a 
liberação de citocinas e/ou pirógenos endógenos (PE) que, por sua vez, induzem 
febre (DINARELLO, 1999).  
Existem muitas evidências de que a febre induzida pelo LPS é mediada por 
inúmeros PE produzidos tanto centralmente quanto perifericamente. Entre esses 
pirógenos estão as IL-1β e α (DINARELLO, 1984; 1994), a IL-6 (HELLE et al., 1988; 
SOUZA et al., 2002; HARRE et al., 2002), o TNF-α (DINARELLO et al., 1986), a IL-8 
(ZAMPRONIO et al., 1994), o MIP-1β (DAVATELIS et al., 1989; MIÑANO et al., 
1990; 1997), fator-pirogênico pré-formado de macrófago (PFPF) (ZAMPRONIO et 
al., 2000), fator liberador de corticotrofina (CRF) (ZAMPRONIO et al., 2000; SOUZA 
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et al., 2002), o MIP-2 (MIÑANO, et al., 2004), as endotelinas (ET) (FABRÍCIO et al., 
1998; 2005; 2006), as prostaglandinas (PG) (MORIMOTO et al., 1992; SOUZA et al., 
2002; RUMMEL et al., 2005), os opióides endógenos (BENAMAR et al., 2000; 
FRAGA, 2004) e, possivelmente, os endocanabinóides (BENAMAR, et al., 2007) e a 
substância P (SZÉKELY et al., 2000). 
Uma vez liberados, os PE levam a informação à área pré-óptica do 
hipotálamo anterior (APO/HA), para que a mesma seja traduzida em um sinal neural, 
causando, assim, uma alteração no sistema de termorregulagem que resulta em 
febre (ROTHWELL, 1990). No entanto, existem vário indícios de que a elevação do 
termostato hipotalâmico deve-se a indução pelos PE de mediadores centrais. 
Os mediadores centrais da resposta febril identificados até o momento são: 
as prostaglandinas PGE2 e PGF2α, o fator liberador de corticotropina (CRF) (VANE, 
1971; STRIJBOS et al., 1992), os opióides endógenos (FAGARASAN et al., 1990; 
FRAGA, 2004) e a endotelina-1 (ET-1) (NAMBI et al., 1994).  
A PGE2, quando administrada pela via intracerebroventricular (icv), induz 
febre por atuar em neurônios sensíveis a variações de temperatura no hipotálamo, 
estimulando diretamente a termogênese (MURAKAMI e WATANABE, 1989, 
DINARELLO, 1991). O receptor EP3 parece ser o mais importante para as ações da 
PGE2 na gênese da febre (USHIKUBI et al., 1998). 
A PGF2α também induz um aumento na temperatura corporal de ratos e 
coelhos quando administrada via icv (MORIMOTO et al., 1988; ROTHWELL, 1990). 
Após administração de endotoxina é observado um aumento na concentração dessa 
PG no fluido cerebroespinhal (COELHO et al., 1995). 
Outro mediador central da resposta febril é o CRF.  Quando este peptídeo é 
administrado por via icv em ratos, ocorre um grande e rápido aumento da taxa 
metabólica e estimulação da atividade termogênica do tecido adiposo marrom, 
elevando, assim, a temperatura corporal destes animais (BROWN et al., 1982; 
LeFEUVRE et al., 1987; DIAMANT e DE WIED, 1991). 
ROTHWELL (1990; 1991) sugeriu que os efeitos pirogênicos de citocinas 
como IL-1β e IL-6 e da PGF2α são mediados pelo CRF, visto que o CRF9-41, 
antagonista deste peptídeo, foi capaz de reverter o aumento da temperatura corporal 
induzido por essas substâncias. Este mesmo efeito do CRF9-41 foi observado por 
ZAMPRONIO et al. (1994) na resposta febril induzida pela IL-8, enquanto as 
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respostas da IL-1α e do TNF-α não foram modificadas por este antagonista, 
demonstrando que estas citocinas dependem apenas de PG. 
Outro peptídeo capaz de aumentar a temperatura corporal de animais, tanto 
administrado perifericamente (KOSHI et al., 1992) quanto centralmente (FABRICIO 
et al., 1998) é a endotelina-1 (ET-1). Estes autores observaram que a administração 
do antagonista inespecífico deste peptídeo (Bosentam) foi capaz de reduzir a 
resposta febril do LPS em ratos. Além disso, com a administração de antagonistas 
específicos, verificou-se que o receptor ETB é responsável pelas ações deste 
peptídeo na febre. A ativação dos receptores ETA da ET-1 parecem não estar 
envolvidos na resposta febril do LPS (FABRICIO et al., 1998).  
Quanto à participação da ET-1 como mediador central da resposta febril, 
FABRICIO et al. (2006) observaram que o antagonista de receptor ETB reduziu a 
febre induzida pelo CRF e pelo PFPF, mas não modificou a febre induzida por IL-1β, 
TNF-α, IL-6, IL-8 ou pelas PG (FABRÍCIO et al., 2005b).  
Considerando os dados mencionados acima, observa-se que as PGE2 são 
os mediadores finais da via da IL-1α e do TNF-α (KOMHOFF et al., 1997; CAO et 
al., 1997; MAJERUS, 1998). Já a IL-1β e a IL-6 dependem das PGF2α e do CRF 
(ROTHWELL, 1991), enquanto a IL-8 tem como mediador final apenas o CRF 
(ZAMPRONIO et al., 1994). Os opióides endógenos parecem ser liberados após 
síntese/liberação de PGF2α, CRF e ET-1, ativando receptores µ, como observado por 
FRAGA (2004).  
 
1.4. RESPOSTA FEBRIL E NERVO VAGO 
 
As citocinas produzidas perifericamente podem exercer seus efeitos no 
sistema nervoso central (SNC) através de vários mecanismos distintos: podem ser 
transportadas ativamente por carreadores específicos da circulação sangüínea para 
dentro do SNC (BANKS et al., 1995; MANESS et al., 1998); podem entrar 
diretamente onde a barreira hematoencefálica é mais vulnerável - através dos 
órgãos circumventriculares, como por exemplo, pelo organum vasculosum da 
laminae terminalis (OVLT) (BLATTEIS et al., 1983; KOMAKI et al., 1992); podem 
enviar sinais através do tráfego linfóide (NEUMANN e WEKERLE, 1998); podem 
atuar em seus receptores presentes nas células da glia ou nas células endoteliais, 
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induzindo assim a síntese de prostaglandinas na interface da barreira 
hematoencefálica, sem penetrar no SNC (MATSUMURA et al., 1998); podem ligar-
se a receptores nos terminais aferentes vagais ou em estruturas próximas a estes, 
ativando-os (NIIJIMA, 1996; GOEHLER et al., 1997).  
Muitas evidências sugerem que tanto as fibras vagais aferentes (SZÉKELI et 
al., 2000; KOULCHITSKY, 2000) quanto as eferentes (ROMANOVSKY et al., 2000), 
têm importante papel sinalizador entre o sítio inflamatório e o cérebro. No entanto, 
alguns estudos mostram o nervo vago desempenhando um papel pró-inflamatório, 
enquanto outros revelam um papel antiinflamatório para este nervo (para revisão ver 
ROMANOVSKY, 2000; PAVLOV e TRACEY, 2005; BLATTEIS, 2006).  
MOHANKUMAR et al. (2000) verificaram que a vagotomia subdiafragmática 
atrasa em uma hora, mas não bloqueia, a indução da resposta febril pela 
administração intraperitonial de 10 µg/kg de LPS. Entretanto a resposta febril 
induzida pela administração intraperitonial de 50-200 µg/kg de LPS foi atenuada pela 
vagotomia subdiafragmática (TUREK et al., 2005; WERNER et al., 2003).  
Num outro estudo, foi observado que a realização de vagotomia 
subdiafragmática em ratos não modifica a resposta febril induzida pela 
administração intraperitonial de LPS, nas doses de 1, 10 ou 50 µg/kg (HANSEN et 
al., 2000). Esses autores verificaram que após a administração de todas as doses de 
LPS utilizadas, quantidades significativas de IL-1β foram detectadas no soro, no 
fígado e na hipófise desses animais, tornando possível que essa citocina circulante 
envie sinais para o cérebro independentemente das fibras aferentes vagais, 
induzindo, então, a febre. Corroborando para essa hipótese, em um estudo posterior 
HANSEN et al. (2001) demonstraram que a vagotomia subdiafragmática pode ou 
não bloquear a febre induzida por injeção intraperitonial de IL-1β, observando que o 
bloqueio da resposta febril é dependente da dose de IL-1β utilizada. Em doses 
baixas de IL-1β, como 0,1 µg/kg, a vagotomia bloqueia completamente a febre 
induzida por esta citocina, sendo, entretanto, ineficaz frente a uma dose de 1 µg/kg 
de IL-1β. Após a administração de 0,1 µg/kg de IL-1β, quantidades mínimas de IL-1β 
foram detectadas no soro e na hipófise dos animais; e provavelmente insuficientes 
para induzir febre por outras vias que não a dependente do nervo vago.  
Em 2003 foi demonstrado em nosso laboratório que a integridade do nervo 
vago é importante, não somente para a febre, mas também, para o influxo de 
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neutrófilos para a cavidade peritonial, através do controle do número de células 
residentes nesta cavidade (WERNER et al., 2003). Em 2005 foi evidenciada a 
importância do neurotransmissor vagal acetilcolina, uma vez que o tratamento de 
animais com tubocurarina, um antagonista do receptor nicotínico da acetilcolina, 
reduziu o número de mononucleares residentes na cavidade peritonial, a migração 
de neutrófilos, a resposta febril induzidas por LPS, e a liberação in vitro de TNF-α 
por macrófagos residentes (POCHAPSKI, 2005). Juntos esses dados sugerem um 
papel pró-inflamatório do nervo vago atuando através deste neurotransmissor.  
No entanto, BOROVIKOVA et al. (2000) observaram que a acetilcolina 
diminui significativamente in vitro, através de receptores nicotínicos, a liberação de 
citocinas, como o TNF, IL-1β, IL-6 e IL-18, em cultura de macrófagos humanos 
estimulados com LPS. Nesse mesmo estudo, os autores verificaram que a 
síntese/liberação de TNF-α por hepatócitos e por células sangüíneas após a injeção 
de LPS em ratos, mostrava-se aumentada em animais vagotomizados, e que este 
aumento podia ser bloqueado pela estimulação elétrica do vago. O mesmo grupo de 
pesquisadores confirmou que o receptor nicotínico da ACh regula a síntese de 
citocinas. Posteriormente, WANG et al. (2004) demonstraram que a subunidade α7 
do receptor nicotínico parece estar envolvida na sinalização colinérgica, via nervo 
vago, para macrófagos e outras células produtoras de citocinas. Esses autores 
observaram que um agonista não-seletivo dos receptores nicotínicos α7 foi efetivo 
no tratamento de endotoxemia e sepsis experimental (para revisão ver PAVLOV e 
TRACEY, 2005). Desta forma, contrapondo aos nossos estudos, a acetilcolina 
liberada pelo nervo vago atenuaria a resposta inflamatória. Porém, enquanto 
WERNER et al. (2003) e POCHAPSKI (2005) utilizaram doses baixas de LPS, 
BOROVIKOVA et al. (2000) procuraram em seu estudo simular choque séptico, 
utilizando altas doses. 
Desta forma, as incoerências observadas entre alguns estudos, 
provavelmente, decorrem das diferentes condições experimentais utilizadas, como 
dose das substâncias, procedimento cirúrgico e outras. E de uma maneira geral, 
esses estudos sugerem que as fibras vagais têm um papel relevante no 
desencadeamento da resposta febril quando os pirogênios encontram-se em 
pequenas quantidades, ou seja, ao se utilizarem doses baixas, e quando injetados 
por via intraperitonial. Quando a administração do pirogênio é feita por via 
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intravenosa, parece que somente a integridade da fibra vagal hepática é necessária 
para o desenvolvimento de febre, como verificado por SIMONS et al. (1998), após a 
administração intravenosa de LPS (1 µg/kg).  
Considerando que o nervo vago não é composto somente de fibras 
eferentes que liberam acetilcolina, mas também por fibras aferentes do tipo C e Aδ 
que contêm vários neuropeptídeos, dentre eles a Substancia P (ICHIKAWA e 
HELKE, 1997), é possível que este neuropeptídeo também participe da modulação 
das respostas inflamatória e febril. 
 
1.5. SUBSTÂNCIA P 
 
A substância P foi descoberta em 1931 por von Euler e Gaddum. É um 
neuropeptídeo formado por 11 aminoácidos, com a seguinte sequência: Arg-Pro-
Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2. 
Nos mamíferos, a substância P é derivada do gene Pre-pro-taquicinina A 
(PPTA). Este gene codifica outras taquicininas, incluindo a neurocinina A, 
neuropeptídeo K e neuropeptídeo Y (CARTER e KRAUSE, 1990). O splice 
alternativo do gene PPTA transcrito resulta em três ácidos ribonucleicos 
mensageiros (RNAm). Todos os três possuem a sequência codificadora para o 
precursor da substância P (NAKANISHI, 1987). A substância P é liberada de seu 
precursor pela ação de proteases, chamadas convertases. Sua síntese ocorre nos 
corpos celulares de neurônios, no retículo endoplasmático. Após, é transferida para 
o complexo de Golgi onde é armazenada em vesículas e, então, transportada 
axonalmente para as terminações nervosas (BRIMIJOIN et al., 1980; MERIGHI, et 
al., 1988; DIKEAKOS e REUDELHUBER, 2007).  
O metabolismo da substância P é realizado por diversas enzimas como a 
endopeptidase neutra, a enzima conversora de angiotensina, catepsina D e E (para 
revisão ver HARRISON e GEPPETTI, 2001). 
A substância P é um neuropeptídeo encontrado, principalmente, no sistema 
nervoso central (SNC) e periférico. Altas concentrações de substância P são 
encontradas na substância negra, no mesencéfalo, na região pre-óptica do 
hipotálamo, dentre outras. Na periferia, a substância P é encontrada nos aferentes 
primários (fibras Aδ e C, sensíveis à capsaicina), que estão envolvidas na 
transmissão de estímulos nocivos (OTSUKA e YOSHIOKA, 1993).  
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Embora a substância P seja descrita como um peptídeo de origem neuronal, 
estudos em roedores têm demonstrado sua produção por células imunes, presentes 
no processo inflamatório, como macrófagos, eosinófilos, linfócitos e células 
dendríticas (WEINSTOCK et al., 1988; BOST et al., 1992; KILLINGSWORTH et al., 
1997; JOOS et al., 2000). 
As ações da substância P são mediadas, principalmente, através de 
receptores NK1 (afinidade: 0,05-0,5 nM), que são receptores do tipo 
“metabotrópicos”, acoplados a proteína G (REGOLI et al., 1994). Sua ligação ao 
receptor promove uma rápida endocitose e internalização, o que contribui para a 
dessensibilização das células à sinalização pela substância P. Até o momento foram 
identificadas duas isoformas do NK1 que parecem contribuir de maneira diferente 
para os efeitos da substância P sobre o sistema imune (para revisão, ver TULUE et 
al., 2009). 
 ROUSH e KWATRA (1998) evidenciaram que este receptor pode estar 
acoplado às proteínas Gq/11, Gαs e Gα0. Assim, a estimulação deste receptor pode 
levar a ativação da fosfolipase Cβ, resultando num aumento transiente de inositol 
1,4,5-trifosfato e cálcio; ativação da fosfolipase A2, resultando num aumento da 
mobilização de ácido araquidônico; e ativação da adenilato ciclase, promovendo um 
acúmulo de AMPc (TAKEDA et al., 1992; GARCIA et al., 1994). 
No SNC, a expressão dos receptores NK1 é elevada no núcleo caudado-
putâmen e moderada no hipocampo, hipotálamo, córtex cerebral e outras regiões. 
Na periferia, são encontrados, principalmente, em gânglios da raiz dorsal e nos 
neurônios intrínsecos do intestino (para revisão ver HARRISON e GEPPETTI, 2001). 
Porém, células como macrófagos, linfócitos, neutrófilos e mastócitos também 
expressam receptores NK1 funcionais (HO et al., 1997; LAI et al., 1998; COOKE et 
al., 1998; LAMBRECHT et al., 1999). 
Nos últimos anos, muitos esforços foram empregados para o 
desenvolvimento de potentes e seletivos antagonistas dos receptores NK1 
(CELLIER et al., 1999), de natureza peptídica e não-peptídica, o que possibilitou 
avaliar o papel da substância P em vários sistemas do organismo. Utilizou-se neste 
trabalho o antagonista não-peptídico seletivo para os receptores NK1, SR140333, 
fornecido pela Sanofi-Aventis (França). 
Existem diversos estudos mostrando a participação da substância P nas 
respostas inflamatória e febril, assim como modelos experimentais com capsaicina, 
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que sugerem que a substância P tem um papel importante na comunicação do SNC 
com o sistema imune (para revisão ver BLACK, 2002). 
YARAEE et al. (2003) e DELGADO et al. (2003) verificaram que a 
substância P é capaz de ativar macrófagos, linfócitos e granulócitos de 
camundongos e ratos, e induzir um aumento na liberação de citocinas pró-
inflamatórias por essas células, o que poderia contribuir para o desenvolvimento da 
inflamação e da febre. Esse aumento na liberação de citocinas parece ser 
decorrente da ativação rápida e aumentada do fator de transcrição NF-κB pela 
substância P, como observado por MARRIOT et al. (2000), em macrófagos. 
Considerando que o LPS, ao formar um complexo com a proteína ligante de LPS 
(LBP) (RAETZ et al., 1991), induz a fosforilação de diversas proteínas quinases e a 
mobilização de NF-κB, induzindo, assim, a transcrição de citocinas pró-inflamatórias 
(TAKEDA e AKIRA, 2005), é possível que exista um sinergismo entre esta 
endotoxina e a substância P, para o desencadeamento da resposta inflamatória. 
Corroborando para essa hipótese, BERMAN et al., em 1996, verificaram que a pré-
incubação de macrófagos peritoniais de ratos com substância P aumenta a liberação 
de citocinas pró-inflamatórias, induzidas por LPS.  
O tratamento de ratos com o antagonista seletivo de receptores NK1, 
SR140333, reduziu significativamente a migração de leucócitos totais, de neutrófilos 
e outras células para a cavidade peritonial, quatro horas após a indução por 1,25% 
de formalina (SANTOS et al., 2004). O mesmo antagonista também reduziu 
significativamente a migração de leucócitos totais e neutrófilos no modelo de 
pleurisia, induzida por veneno de P. nigriventer (PVN) (COSTA et al., 2002), 
evidenciando assim a participação da substância P na resposta inflamatória. É 
possível que esses autores tenham utilizado a formalina e o PVN como estímulo, 
devido à capacidade dos mesmos de exercer inúmeros efeitos no sistema nervoso 
periférico, inclusive nas fibras C e Aδ, ricas em substância P. 
BOST et al. (1992) verificaram que a expressão de mRNA para pré-
protaquicininas (precursoras das taquicininas como a substância P e a neurocinina 
A), e a expressão de mRNA para o receptor NK1, estava aumentada em macrófagos 
peritoniais de ratos, estimulados in vitro com LPS. Além disso, a habilidade dos 
macrófagos em secretar substância P imunorreativa também foi observada. Esses 
autores sugerem que os macrófagos regulam sua própria função e de células 
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vizinhas, via substância P/NK1. No entanto, faltam evidências que comprovem a 
relevância deste controle in vivo. 
ELEKES et al. (2007) verificaram que animais expostos ao LPS 
apresentaram maiores níveis de substância P nos pulmões, sugerindo que este 
neuropeptídeo possa estar contribuindo para o acúmulo de leucócitos, observado 
após a administração da endotoxina. 
A substância P também parece estar envolvida no desenvolvimento da 
resposta febril, porém seu papel nesta resposta ainda não foi completamente 
elucidado.  
Diversos autores observaram que a administração central de substância P 
causa um aumento no índice metabólico, uma diminuição na perda de calor e, 
consequentemente, uma elevação regulada da temperatura corporal (BLATTEIS et 
al., 1994; SZELÉNYI et al., 1997; BALASKÓ et al., 2000); o que demonstra que este 
neuropeptídeo apresenta efeitos termorregulatórios e que pode, assim, modular a 
febre centralmente. Corrobora para isto o fato de que a substância P é capaz de 
aumentar a atividade de neurônios hipotalâmicos da área pré-óptica insensíveis e, 
em menor grau, sensíveis à temperatura; e que a administração de um antagonista 
bloqueia a resposta excitatória desencadeada pela substância P em alguns 
neurônios, em ratos anestesiados (SHIBATA et al.,1988). 
Existem também alguns estudos mostrando que a administração prévia de 
antagonistas de substância P reduz a resposta febril induzida por LPS (BLATTEIS et 
al., 1994, BALASKÓ et al., 2000). Dados de uma revisão publicada por BLATTEIS 
(1992) sugerem que os pirógenos endógenos circulantes, induzidos por LPS por 
exemplo, provavelmente, não entram no cérebro, mas interagem com elementos 
sensoriais na OVLT, e que a substância P seria um dos neurotransmissores 
envolvidos.  
Desta forma, considerando os trabalhos mencionados acima, é possível que 
a substância P endógena seja um mediador importante das respostas inflamatória e 
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1.6. JUSTIFICATIVA 
 
Os trabalhos relatados mostram que a substância P, originária ou não das 
fibras aferentes Aδ e C, participa das respostas inflamatória e febril. Entretanto, 
faltam estudos que relacionem os efeitos da substância P sobre células imunes 
residentes, com seus efeitos na inflamação e na febre, particularmente quando estas 
respostas são desencadeadas pela administração de LPS. Isto é importante porque, 
como mencionado anteriormente, o curso dessas respostas depende dos 
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Este estudo tem como objetivos avaliar a importância da substância P 
endógena liberada perifericamente através do bloqueio dos receptores NK1, para a 
manutenção de células residentes na cavidade peritonial, migração celular e 
resposta febril induzidas por lipopolissacarídeo (LPS); e avaliar o papel da 
substância P liberada no sistema nervoso central na resposta febril induzida pela 
administração periférica de LPS e central de interleucina (IL)-1β. 
 
2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
o Avaliar o efeito do antagonista seletivo do receptor NK1, SR140333, administrado 
perifericamente sobre: 
• A resposta febril induzida por LPS; 
• A temperatura corporal basal; 
• O extravasamento plasmático induzido por substância P e por LPS; 
• O número de células residentes na cavidade peritonial; 
• A migração celular induzida por LPS. 
 
o Avaliar se a substância P administrada perifericamente induz migração celular. 
 
o Avaliar o efeito do SR 140333 administrado no sistema nervoso central sobre: 
• A elevação da temperatura corporal induzida pela administração 
intracerebroventricular de substância P; 
• A resposta febril induzida pela administração periférica de LPS; 
• A temperatura corporal basal; 
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3.1. ANIMAIS 
 
Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), variedade Wistar, machos, 
pesando entre 160-220 g, provenientes do Biotério do Setor de Ciências Biológicas 
da Universidade Federal do Paraná. Os animais foram mantidos em condições 
controladas de temperatura (22±2°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 
horas), com livre acesso a ração e água, antes dos experimentos. Os animais foram 
transferidos do biotério para a sala de ambientação no mínimo 2 dias antes dos 
experimentos e foram agrupados em um número máximo de 5 animais por caixa. Os 
experimentos foram realizados entre 07:00 e 19:00 h. Os procedimentos utilizados 





Os materiais  foram autoclavados a 127°C, por 30 minutos, ou adquiridos 
estéreis. 
 
3.3. DROGAS E SOLUÇÕES 
 
• Acrílico auto-polimerizante Policron - Dencril Ltda., BR 
• Cetamina – Fort Dodge, BR 
• IL-1β - rr-NIBSC, Inglaterra 
• Lidocaína 2% inj. com noradrenalina – Cristália Prod. Quim. Farm. Ltda., BR 
• Lipopolissacarídeo (LPS) de E. coli 0111:B4 – Sigma Chemicals & Co, EUA 
• SR140333B (cloreto de (S)-1-[2-[3-(3,4-diclorofenil)-1 (3-isopropoxi-feniacetil) 
piperidin-3il] etil]-4-fenil-1 azaniabiciclo[2.2.2] octano) - doação da Sanofi-
Aventis, França  
• Substância P – Sigma Chemicals & Co, EUA 
• Terramicina – Pfizer, BR 
• Tween 80 – Merck, BR 
• Xilasina 2% s/v - Synthec do Brasil, BR 
 
                                                                                                  Materiais e Métodos 36 
• Albumina bovina 3% 
 - albumina bovina fração V (Merck) ------------------- 3 g 
 - PBS 10% --------------------------------------------------- 100 mL 
• Azul de pontamida 
- azul de pontamida (Merck) ----------------------------- 1 g 
- soro fisiológico --------------------------------------------- 100 mL 
• Corante pancrômico de Rosenfeld 
 - azul de metileno giemsa (Merck) ----------------------- 0,97 g 
 - azul de metileno may-grounwald (Merck) ------------- 0,53 g 
 - metanol P. A. (Merck) ------------------------------------- 1 litro 
• Líquido de Turk 
 - ácido acético glacial ----------------------------- 15 mL 
 - azul de metileno (Merck) ------------------------- 1 mg 
 - água milli-Q ------------------------------------------- q.s.p. 500 mL 
• Solução salina tamponada fosfatada (PBS) - pH 7,4  
- NaCl -------------------------------------------------- 80 g 
- KCl ---------------------------------------------------- 2 g 
- Na2HPO4.2H2O ------------------------------------ 14,4 g  
- KH2PO4 ---------------------------------------------- 2 g 
 - água milli-Q ----------------------------------------- q.s.p. 1 litro 
Procedência dos sais: Merck - BR  
• Solução salina estéril 0,9% - Halex Istar, BR 
 
3.4. AVALIAÇÃO DO NÚMERO DE CÉLULAS NA CAVIDADE PERITONIAL 
 
Para contagem do número de células na cavidade peritonial (CP), os animais 
foram sacrificados por deslocamento cervical e a cavidade abdominal foi lavada com 
10 ml de PBS, contendo albumina 0,03% (p/v) e 5U/mL de heparina. Foi coletado o 
maior volume possível de fluido. Para a contagem global de leucócitos em câmara 
de Neubauer, o fluido peritonial foi diluído em solução de Turk (para lisar as 
hemácias presentes no mesmo) e, para a diferenciação das células em 
mononucleares, neutrófilos, eosinófilos e basófilos, o fluido foi centrifugado (1000g, 
10 min, 4°C). Após a centrifugação, as células foram ressuspensas em albumina 
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bovina 3% e colocadas em lâminas cobertas com papel para centrífuga contendo 
dois orifícios, para serem coradas com o corante Pancrômico de Rosenfeld e 
analisadas sob microscopia de luz. O número de células foi expresso como média ± 
EPM / mL de fluido peritonial. 
 
3.5. AVALIAÇÃO DO EXTRAVASAMENTO PLASMÁTICO 
 
Os animais foram anestesiados com éter e azul de Evans (AE, 30 mg/kg) foi 
administrado intravenosamente no seio venoso peniano. O dorso dos animais foi, 
então, depilado para a administração intradérmica dos estímulos e do controle 
(salina estéril). Estes foram administrados em um volume de 50 µL em sítios 
distintos, distantes entre si no mínimo 2 cm. Os animais foram, então, sacrificados e 
as áreas da pele onde ocorreu o extravasamento (a área azul ao redor de cada sítio 
de aplicação) foram coletadas para a avaliação colorimétrica do extravasamento do 
AE. 
O AE foi extraído com formamida, através da homogeneização do tecido e 
incubação em formamida por 24 h em estufa a 37ºC. Decorrido este tempo, as 
amostras foram centrifugadas a 2000 g, por 15 min a 25ºC. A quantidade de AE em 
cada tecido foi obtida pela projeção da densidade óptica das amostras, numa curva 
linear padrão de AE, medida no comprimento de 620 nm (Meridian Diagnostic EL x 
800, Cincinnati, OH). O extravasamento plasmático foi expresso como média ± EPM 
da quantidade de AE extravasado, em µg. 
 
3.6. IMPLANTE DO REGISTRADOR REMOTO DE TEMPERATURA NA 
CAVIDADE PERITONIAL 
 
Os registradores remotos de temperatura utilizados neste trabalho foram 
adquiridos da SubCue Dataloggers, Calgary, Canadá. Têm um peso aproximado de 
4,2 g, diâmetro de 1,5 cm e espessura de 0,5 cm. 
Um dia antes do implante na cavidade peritonial, os registradores remotos 
de temperatura foram programados para iniciar o registro de temperatura no dia do 
experimento (6 a 7 dias após). Em seguida, o ponto de conexão dos mesmos com o 
computador foi protegido com silicone biodegradável. No dia seguinte, os animais 
                                                                                                  Materiais e Métodos 38 
foram anestesiados com cetamina (60 mg/kg) e xilasina (7,5 mg/kg), via 
intraperitonial (ip). Após tricotomia e anti-sepsia da pele da região ventral, foi 
realizada uma incisão na pele, e posterior incisão da camada muscular e peritonial, 
para colocação dos registradores na cavidade peritonial. As camadas foram então 
suturadas, separadamente, com fio cirúrgico de algodão 3-0. Após a cirurgia, os 
animais receberam injeção de oxitetraciclina - Terramicina (400 mg/kg, sc). As 
temperaturas foram tomadas em intervalos de 15 minutos, por um período de 7 
horas. 
 
3.7. IMPLANTE DA CÂNULA NO VENTRÍCULO LATERAL 
 
Para a administração no sistema nervoso central do captopril, da substância 
P, do SR 140333 e da IL-1β foi implantada uma cânula no ventrículo lateral direito.   
Ambos os procedimentos (implante do registrador de temperatura e da 
cânula intracerebroventricular) foram realizados no mesmo dia, sob anestesia com 
cetamina e xilasina, conforme descrito anteriormente.  
Após tricotomia e anti-sepsia da pele, as cabeças dos ratos foram 
imobilizadas em um aparelho estereotáxico (David-Kopf, modelo 900-USA). Foram 
administrados, por via subcutânea (sc), 0,2 mL de lidocaína a 2% com 
noradrenalina, na parte superior da cabeça, seguida de uma incisão de 
aproximadamente 1 cm de diâmetro na pele, para exposição da calota craniana. 
Após a localização do bregma, tomado como ponto de referência, os 
parâmetros estereotáxicos utilizados para a perfuração do crânio e implantação da 
cânula no ventrículo lateral foram de -0,8 mm anteroposterior e -1,5 mm 
lateralmente, sendo a inclinação da barra incisal de -3,3 mm.  
As cânulas esterilizadas, constituídas de um segmento de agulhas 
hipodérmicas BD, com 13 mm de comprimento e 0,8 mm de diâmetro, foram 
conectadas por meio de um segmento de polietileno PE-50 a uma cânula guia, 
fixada ao estereotáxico, e introduzidas no tecido cerebral com coordenada ventral a 
2,5 mm abaixo da superfície craniana. As coordenadas foram determinadas com 
base no atlas de PAXINOS & WATSON (1986). 
Após sua introdução no tecido cerebral, as cânulas foram fixadas utilizando-
se uma prótese de acrílico auto-polimerizável, com o auxílio de dois parafusos 
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rosqueados à calota craniana. Os experimentos foram conduzidos entre 6 e 7 dias 
após o procedimento cirúrgico, para permitir a recuperação dos animais.   
A fim de se verificar a posição da cânula, após o término dos experimentos 
de avaliação da resposta febril, os animais foram anestesiados com éter e 
receberam 3 µL do corante azul de pontamida, no local correspondente à 
microinjeção. Em seguida, os ratos foram decaptados e os encéfalos extraídos, 
cortando-se transversalmente a região correspondente à localização da cânula, 
sendo o local da microinjeção verificado macroscopicamente. 
Os animais onde a injeção do corante mostrou-se fora do ventrículo lateral 
ou que apresentarem um padrão anormal de ganho de peso foram excluídos dos 
experimentos. 
 
3.8. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 
 
Os animais foram ambientados no local, no mínimo 48 horas antes dos 
experimentos. A temperatura da sala foi mantida em 22 ± 2 ºC. 
Em todos os experimentos onde o SR140333 foi administrado pela via 
intraperitonial (ip), doses de 0,3, 1,0 ou 3,0 mg/kg foram administradas 30 minutos 
antes da administração de LPS ou de substância P. Os animais do grupo controle 
receberam Veículo (Tween 80 a 1% em salina estéril, 2 mL/kg, ip). 
Nos experimentos de migração celular e febre, o LPS foi administrado nas 
doses de 0,3 e 30 µg/kg, respectivamente, via ip. Os animais do grupo controle 
receberam salina estéril (2 mL/kg, ip). No experimento de extravasamento 
plasmático, substância P (30 pmol/50 µL), LPS (200 ou 400 µg/50 µL) ou salina 
estéril (50 µL) foram administrados via intradérmica. 
Nos experimentos envolvendo a participação central da substância P, esta 
foi administrada via intracerebroventricular (icv) na concentração de 500 ng/2 
µL/rato, 30 min após o captopril (5 µg/2 µL/rato, icv). O SR140333 foi administrado 
nas concentrações de 0,3, 1,0 ou 3,0 µg/2 µL/rato, 30 minutos antes do captopril (60 
min antes da substância P) ou dos estímulos pirogênicos (LPS 30 µg/kg via ip ou IL-
1β 3,12 ng via icv). Os grupos controle receberam Veículo (Tween 80 a 0,1% em 
salina estéril, 2 µL/rato, icv) e/ou salina estéril (2 µL/rato, icv). 
                                                                                                  Materiais e Métodos 40 
Essas administrações icv foram realizadas no ventrículo direito dos animais, 
através de uma agulha de injeção (30 G) que excedeu a cânula em 2,0 mm, 
acoplada a um tubo de polipropileno P20 que, por sua vez, estava conectado a uma 
micro-seringa Hamilton (capacidade de 25 µL).  
 
3.9. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Nos experimentos de febre, os dados foram calculados como índice basal 
entre 30 e 120 min e índice de febre cumulativo entre 2 e 6 h (área sob curva), após 
a injeção dos estímulos pirogênicos. À exceção dos dados do experimento com a IL-
1β, no qual foi utilizado para cálculo do índice de febre cumulativo o intervalo entre 1 
e 6 h após a injeção, uma vez que a febre desta citocina inicia 1 hora após a sua 
administração. Todos os resultados obtidos foram expressos com média ± erro 
padrão da média (EPM) e avaliados por análise de variância com um critério 
(ANOVA – One way). Quando encontradas diferenças signficativas (p < 0,05), o 
teste para comparações múltiplas de Bonferroni foi aplicado. Utilizou-se, também, o 
teste-t de Student para amostras não pareadas, quando necessário. O nível de 
significância adotado foi de 5% (α = 0,05). Todos os cálculos foram realizados 
utilizando-se o programa GraphPad Prism, version 3.00 for Windows, San Diego 
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4.1. EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO SISTÊMICA DO SR140333 NA FEBRE 
INDUZIDA POR LPS 
 
Lipopolissacarídeo (LPS) administrado na dose de 30,0 µg/kg, via ip, 
promoveu um aumento significativo na temperatura corporal, a partir da segunda 
hora seguinte à sua administração, quando comparado o grupo controle que 
recebeu salina estéril via ip (2 mL/kg). Ambos os grupos receberam Veículo (2 
mL/kg, ip) 30 min antes.  
 A administração do antagonista SR140333, nas doses de 0,3 ou 1,0 mg/kg 
via ip, 30 min antes da administração do LPS, não foi capaz de reduzir a resposta 
febril induzida pelo LPS (figuras 1A e 1B, respectivamente). Já administração do 
SR140333 via ip na dose de 3,0 mg/kg reduziu a resposta febril em 77%. Entretanto, 
nesta dose o SR140333 promoveu uma redução significativa da temperatura 
corporal dos animais, 30 min após a sua administração e por, aproximadamente, 
duas horas (figura 1C). 
A administração exclusiva do SR140333, via ip nas doses de 1,0 ou 3,0 
mg/kg, não modificou a temperatura corporal basal dos animais (figura 1D). 
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Figura 1A: Efeito da administração sistêmica do SR140333 na febre induzida por LPS em ratos. O 
antagonista de receptor NK1, SR140333, na dose de 0,3 mg/kg, ou Veículo foram administrados via 
ip, 30 minutos antes da administração do LPS na dose de 30µg/kg, ou salina estéril, via ip. Os pontos 
representam a média ± EPM da temperatura corporal em °C, registrada a cada 15 min, de 5 a 8 
animais. As barras mostram a média ± EPM da área sob curva (valores absolutos na legenda).           
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Figura 1B: Efeito da administração sistêmica do SR140333 na febre induzida por LPS em ratos. O 
antagonista de receptor NK1, SR140333, na dose de 1,0 mg/kg, ou Veículo foram administrados via 
ip, 30 minutos antes da administração do LPS na dose de 30µg/kg, ou salina estéril, via ip. Os pontos 
representam a média ± EPM da temperatura corporal em °C, registrada a cada 15 min, de 5 a 8 
animais. As barras mostram a média ± EPM da área sob curva (valores absolutos na legenda).           




                                                                                                                Resultados 45 
 
 









Vehicle + LPS 30 µg/kg

























   LPS
SR 3 mg


















































Figura 1C: Efeito da administração sistêmica do SR140333 na febre induzida por LPS em ratos. O 
antagonista de receptor NK1, SR140333, na dose de 3,0 mg/kg, ou Veículo foram administrados via 
ip, 30 minutos antes da administração do LPS na dose de 30µg/kg, ou salina estéril, via ip. Os pontos 
representam a média ± EPM da temperatura corporal em °C, registrada a cada 15 min, de 5 a 8 
animais. As barras mostram a média ± EPM da área sob curva (valores absolutos na legenda).           
* diferença significativa em relação ao grupo Veículo + Salina, p<0,01; ** diferença significativa em 
relação ao grupo Veículo + Salina e Veículo + LPS, p<0,001; # diferença significativa em relação ao 
grupo Veículo + LPS, p<0,05. 
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Figura 1D: Efeito da administração sistêmica do SR140333 na temperatura corporal basal de ratos. O 
antagonista de receptor NK1, SR140333, nas doses de 1,0 ou 3,0 mg/kg, ou Veículo foram 
administrados via ip. Os pontos representam a média ± EPM da temperatura corporal em °C, 
registrada a cada 15 min, de 4 a 5 animais. As barras mostram a média ± EPM da área sob curva 
(valores absolutos na legenda).  
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4.2. EFEITO DO SR140333 SOBRE O EXTRAVASAMENTO PLASMÁTICO 
INDUZIDO POR SUBSTÃNCIA P OU LPS 
 
A administração de substância P (SP) na concentração de 30 pmol ou LPS 
nas concentrações de 200 ou 400 µg/50 µL/aplicação, via intradérmica (id), 
aumentou significativamente o extravasamento plasmático, expresso em µg de azul 
de Evans, em relação ao grupo controle que recebeu salina estéril (50 µL/aplicação, 
id). Ambos os grupos receberam Veículo (2 mL/kg, ip) 30 min antes.  
A administração do antagonista SR140333, na dose 1,0 mg/kg via ip, 30 min 
antes da administração de substância P (30 pmol/sítio, id), reduziu significativamente 
o extravasamento plasmático (81%), quando comparado ao grupo que recebeu 
Veículo + SP (figura 2A). Porém, a administração do SR140333 (1,0 mg/kg, ip), 30 
min antes da aplicação do LPS, não foi capaz de modificar o extravasamento 





























































Figura 2A: Efeito do SR140333 no extravasamento plasmático induzido por substância P (SP) em 
ratos. O antagonista de receptor NK1, SR140333, na dose 1,0 mg/kg, ou Veículo foram administrados 
via ip, 30 minutos antes da administração da SP (30 pmol/aplicação) ou salina estéril, via id.  As 
barras representam a média ± EPM da quantidade de azul de Evans extravasado em µg, de 6 
animais (valores absolutos na legenda). * diferença significativa em relação ao grupo Veículo + Sal, 
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Figura 2B: Efeito do SR140333 no extravasamento plasmático induzido por LPS em ratos. O 
antagonista de receptor NK1, SR140333, na dose 1,0 mg/kg, ou Veículo foram administrados via ip, 
30 minutos antes da administração de LPS nas doses de 200 ou 400 µg/aplicação (painel a e b, 
respectivamente), ou salina estéril, via id. As barras representam a média ± EPM da quantidade de 
azul de Evans extravasado em µg, de 6 animais (valores absolutos nas legendas). * diferença 
significativa em relação ao grupo Veículo + Sal, p<0,001. 
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4.3. MIGRAÇÃO CELULAR INDUZIDA POR SUBSTÂNCIA P 
 
Substância P administrada na dose de 10 nmol/kg via ip, não modificou a 
migração de leucócitos para a cavidade peritonial, quando comparada ao grupo 
controle que recebeu salina estéril via ip (2 mL/kg). No entanto, a substância P 
administrada na dose de 30 nmol/kg aumentou de maneira significativa (mais de 
100%) a migração de leucócitos totais, por aumentar significativamente a migração 
de neutrófilos para a cavidade peritonial, quatro horas após a sua administração 
(figura 3). Não houve diferença significativa entre os tratamentos no número de 






























































Figura 3: Migração de neutrófilos induzida por Substância P em ratos. Substância P nas doses de 
10,0 ou 30,0 nmol/kg, ou salina estéril foram administrados, via ip, 4 horas antes da coleta do fluido 
peritonial. As barras representam a média ± EPM do número de neutrófilos por mL de fluido peritonial, 
de 7 animais (valores absolutos na legenda). # diferença significativa em relação ao grupo Salina, 
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4.4. EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO CONCOMITANTE DE LPS E SUBSTÂNCIA P 
NA MIGRAÇÃO CELULAR 
 
 A administração de substância P na dose de 10 nmol/kg ou de LPS na dose 
de 0,2 µg/kg, via ip, não modificou a migração de leucócitos para a cavidade 
peritonial (CP), quando comparados ao grupo controle que recebeu salina estéril via 
ip (2 mL/kg).  
No entanto, os animais que receberam LPS (0,2 µg/kg, ip), 30 minutos antes 
da administração de Substância P (10 nmol/kg, ip), tiveram um aumento significativo 
no número de leucócitos totais, decorrente do aumento da migração de neutrófilos 
para a cavidade peritonial (63%), quatro horas após a administração do LPS (figura 
4). Não houve diferença significativa entre os grupos no número de mononucleares 


























































Figura 4: Efeito da administração concomitante de LPS e Substância P na migração de neutrófilos em 
ratos. LPS na dose de 0,2 µg/kg, Substância P (SP) na dose de 10 nmol/kg, ambos ou salina estéril, 
foram administrados, via ip, 4 horas antes da coleta do fluido peritonial. As barras representam a 
média ± EPM do número de neutrófilos por mL de fluido peritonial, de 5 a 6 animais (valores 
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4.5. EFEITO DO SR140333 SOBRE O NÚMERO DE CÉLULAS RESIDENTES NA 
CAVIDADE PERITONIAL 
 
A administração do antagonista SR140333 na dose de 1 mg/kg, via ip, não 
modificou o número de células mononucleares, neutrófilos, eosinófilos ou basófilos 
residentes na cavidade peritonial, avaliadas quatro horas após a administração, 
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Figura 5: Efeito do SR140333 sobre o número de células residentes na cavidade peritonial de ratos. 
O antagonista de receptor NK1, SR140333, na dose de 1,0 mg/kg, ou Veículo foram administrados 
por via ip, 4 horas antes da coleta do fluido peritonial. As barras representam a média ± EPM do 
número de leucócitos (A), mononucleares (B), neutrófilos (C) ou eosinófilos (D), por mL de fluido 
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4.6. MIGRAÇÃO CELULAR INDUZIDA P0R LPS 
 
LPS nas doses de 0,3, 1,0 ou 3,0 µg/kg, administrado pela via ip, aumentou 
significativamente a migração de neutrófilos para a cavidade peritonial, quando 
comparado ao grupo controle que recebeu salina estéril via ip (2 mL/kg), quatro 
horas após a administração (figura 6). Não houve diferença significativa entre os 




































































Figura 6: Migração de neutrófilos induzida por LPS em ratos. LPS nas doses de 0,3, 1,0 ou 3,0 µg/kg, 
ou salina estéril, foram administrados, via ip, 4 horas antes da coleta do fluido peritonial. As barras 
representam a média ± EPM do número neutrófilos por mL de fluido peritonial, de 7 a 11 animais 









                                                                                                                Resultados 58 
4.7. EFEITO DO SR140333 NA MIGRAÇÃO CELULAR INDUZIDA POR LPS 
 
LPS administrado na dose de 0,3 µg/kg, via ip, aumentou significativamente 
a migração de neutrófilos para a cavidade peritonial, quando comparado ao grupo 
controle que recebeu salina estéril via ip (2 mL/kg). Ambos os grupos receberam 
Veículo (2 mL/kg, ip) 30 min antes.  
A administração do antagonista SR140333, nas doses de 0,3 ou 1,0 mg/kg 
via ip, 30 min antes da administração do LPS, não modificou a migração de 
neutrófilos para a cavidade peritonial, induzida pelo LPS (figura 7). Também não 
houve diferença significativa entre os grupos, no número de mononucleares ou 



























































Figura 7: Efeito do SR140333 na migração de neutrófilos induzida por LPS em ratos. O antagonista 
de receptor NK1, SR140333, foi administrado nas doses de 0,3 ou 1,0 mg/kg, via ip, 30 minutos antes 
da administração do LPS na dose de 0,3 µg/kg, ou salina estéril, via ip.  As barras representam a 
média ± EPM do número de neutrófilos por mL de fluido peritonial, de 4 a 5 animais (valores 
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4.8. EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO CENTRAL DO SR140333 NA FEBRE 
INDUZIDA POR LPS 
 
Lipopolissacarídeo (LPS) administrado na dose de 30,0 µg/kg, via ip, 
promoveu um aumento significativo da temperatura corporal, a partir da segunda 
hora seguinte à sua administração, quando comparado o grupo controle, que 
recebeu salina estéril via ip (2 mL/kg). Ambos os grupos receberam Veículo (2 
µL/rato) via intracerebroventricular (icv), 30 min antes.  
 A administração do antagonista SR140333, na concentração de 0,3µg/2µL 
via icv, 30 min antes da administração do LPS, não foi capaz de reduzir a resposta 
febril induzida pelo mesmo (figura 8A). Já a administração do SR140333 nas 
concentrações de 1,0 ou 3,0 µg/2µL, via icv, reduziu em 49% e 85%, 
respectivamente, a febre induzida pelo LPS (figuras 8B e 8C).  
A administração exclusiva do SR140333 na concentração de 3,0 µg/2µL, via 




























                                                                                                                Resultados 61 
 
 









Veículo + LPS 30 µg/kg






















   LPS
SR 0.3µg
    LPS





















   LPS
*
SR 0.3µg
























Figura 8A: Efeito da administração central do SR140333 na febre induzida por LPS em ratos. O 
antagonista de receptor NK1, SR140333, na dose de 0,3 µg/rato, ou Veículo foram administrados via 
icv, 30 minutos antes da administração do LPS na dose de 30µg/kg, ou salina estéril, via ip. Os 
pontos representam a média ± EPM da temperatura corporal em °C, registrada a cada 15 min, de 5 a 
7 animais. As barras mostram a média ± EPM da área sob curva (valores absolutos na legenda).        
* diferença significativa em relação ao grupo Veículo + Salina, p < 0,01. 
 
                                                                                                                Resultados 62 
 









Veículo + LPS 30 µg/kg






















   LPS
SR 1 µg
    LPS





















   LPS
*
SR 1µg























Figura 8B: Efeito da administração central do SR140333 na febre induzida por LPS em ratos. O 
antagonista de receptor NK1, SR140333, na dose de 1,0 µg/rato, ou Veículo foram administrados via 
icv, 30 minutos antes da administração do LPS na dose de 30µg/kg, ou salina estéril, via ip. Os 
pontos representam a média ± EPM da temperatura corporal em °C, registrada a cada 15 min, de 6 a 
8 animais. As barras mostram a média ± EPM da área sob curva (valores absolutos na legenda).        
* diferença significativa em relação ao grupo Veículo + Salina, p<0,001; # diferença significativa em 
relação ao grupo Veículo + LPS, p<0,05. 
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Figura 8C: Efeito da administração central do SR140333 na febre induzida por LPS em ratos. O 
antagonista de receptor NK1, SR140333, na dose de 3,0 µg/rato, ou Veículo foram administrados via 
icv, 30 minutos antes da administração do LPS na dose de 30µg/kg, ou salina estéril, via ip. Os 
pontos representam a média ± EPM da temperatura corporal em °C, registrada a cada 15 min, de 5 a 
7 animais. As barras mostram a média ± EPM da área sob curva (valores absolutos na legenda).        
* diferença significativa em relação ao grupo Veículo + Salina, p<0,001; # diferença significativa em 
relação ao grupo Veículo + LPS, p<0,01.  
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Figura 8D: Efeito do SR140333 na temperatura corporal basal de ratos. O antagonista de receptor 
NK1, SR140333, na dose de 3,0 µg/sítio, ou Veículo foram administrados via icv. Os pontos 
representam a média ± EPM da temperatura corporal em °C, registrada a cada 15 min. As barras 
mostram a média ± EPM da área sob curva, de 4 a 8 animais (valores absolutos na legenda).  
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4.9. EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO CENTRAL DO SR140333 NO AUMENTO DA 
TEMPERATURA CORPORAL INDUZIDO POR SUBSTÂNCIA P 
 
Substância P administrada pela via icv na concentração de 500 ng/2µL, 30 
min após a administração de captopril (5 µg/2 µL, icv) promoveu um aumento 
significativo da temperatura corporal, quando comparada ao grupo controle, que 
recebeu salina estéril (2µL/rato, icv). Ambos os grupos receberam Veículo (2 µL/rato, 
icv) 30 min antes do captopril.  
 A administração do antagonista SR140333, na concentração de 3µg/2µL, 
via icv, 30 min antes da administração do captopril, ou seja, 60 min antes da 
administração da substância P, reduziu significativamente (89%) o aumento da 
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Figura 9: Efeito da administração central do SR140333 no aumento da temperatura corporal induzido 
por substância P em ratos. O antagonista de receptor NK1, SR140333, na dose de 3,0 µg/rato, ou 
Veículo foram administrados via icv, 30 minutos antes da administração de captopril (5 µg/rato) ou 
salina estéril via icv. Trinta minutos após a administração de captopril ou salina, os animais 
receberam substância P (500 ng/rato) ou salina estéril, via icv. Os pontos representam a média ± 
EPM da temperatura corporal em °C, registrada a cada 15 min, de 2 a 6 animais. As barras mostram 
a média ± EPM da área sob curva (valores absolutos na legenda). * diferença significativa em relação 
ao grupo Veículo+ Captopril + Salina, p<0,001; # diferença significativa em relação ao grupo Veículo+ 
Captopril +Substância P, p<0,001. 
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4.10. EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO CENTRAL DO SR140333 NA FEBRE 
INDUZIDA POR IL-1β 
 
Interleucina (IL)-1β administrada pela via icv na concentração de 
3,12ηg/2µL, promoveu um aumento significativo da temperatura corporal, quando 
comparada ao grupo controle, que recebeu salina estéril, via icv (2µL/rato). Ambos 
os grupos receberam Veículo (2µL/rato) via icv, 30 min antes.  
 A administração do antagonista SR140333, na concentração de 3µg/2µL, 
via icv, 30 min antes da administração da IL-1β, não foi capaz de reduzir a resposta 
febril induzida por esta citocina (figura 10).  
Neste resultado, os dados foram calculados como índice de febre cumulativo 
(área sob a curva) entre 1 e 6 h, após a injeção dos estímulos pirogênicos, porque a 
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Figura 10: Efeito da administração central do SR140333 na febre induzida por IL-1β em ratos. O 
antagonista de receptor NK1, SR140333, na dose de 3,0 µg/sítio, ou Veículo foram administrados via 
icv, 30 minutos antes da administração da IL-1β (3,12 ng/rato) ou salina estéril, via icv. Os pontos 
representam a média ± EPM da temperatura corporal em °C, registrada a cada 15 min, de 7 a 9 
animais. As barras mostram a média ± EPM da área sob curva (valores absolutos na legenda).           
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Neste estudo, demonstramos que a substância P não é um importante 
mediador das respostas periféricas ao LPS (febre, migração celular e 
extravasamento plasmático), através da ativação de receptores NK1. Em adição, 
demonstramos que, embora a substância P liberada no SNC participe da resposta 
febril induzida por LPS através da ativação de receptores NK1, estes receptores não 
estão envolvidos na resposta febril induzida por IL-1β. Além disso, o SR140333, um 
novo antagonista de receptores NK1 em fase de estudos pré-clínicos, mostrou não 
exercer ações centrais quando administrado perifericamente, o que poderá fazer 
desta droga um importante instrumento em respostas onde a liberação periférica da 
substância P seja importante, como na colite ulcerativa. 
O LPS é, provavelmente, a endotoxina bacteriana conhecida de maior 
potência inflamatória. Em humanos e animais, o LPS causa diversos efeitos 
fisiopatológicos como febre, choque e a indução da resposta de fase aguda (GALLIN 
et al., 1992). A injeção sistêmica de LPS, em animais experimentais, ativa o sistema 
imunológico levando à liberação de citocinas pró-inflamatórias endógenas, como a 
interleucina (IL)-1β, a IL-6 e o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) (ELMQUIST et al., 
1997; KLUGER, 1991; ROTHWELL, 1997). Uma vez liberados, essa proteínas 
enviam sinais à área pré-óptica do hipotálamo anterior (APO/HA) (especialmente à 
área pré-óptica ventromedial), que é o centro responsável pela regulação da 
temperatura corporal (ELMQUIST et al., 1996), promovendo, assim, a febre. É 
bastante aceito que estes sinais alcançam a APO/HA através da corrente 
sangüínea. No entanto, diversos estudos utilizando a vagotomia subdiafragmática 
têm demonstrado que a transmissão via nervo vago, principalmente via fibras 
aferentes vagais hepáticas, são importantes para o desencadeamento da febre pelo 
LPS e outras citocinas (KOULCHITSKY, 2000; TUREK et al., 2005; WERNER et al., 
2003; SIMONS et al., 1998).  
Diversos estudos também têm evidenciado a capacidade da substância P 
modular as células do sistema imune, induzindo a síntese por estas células de várias 
citocinas, como a IL-1β, o TNF-α e a IL-6 (LEE et al., 1994; YARAEE et al., 2003; 
DELGADO et al., 2003). Desta maneira, nossa hipótese inicial foi a de que a 
substância P poderia ser liberada das fibras aferentes vagais após a estimulação 
com LPS e, assim, contribuir para a liberação de citocinas, favorecendo então a 
resposta febril. Esta sinalização, portanto, estaria ausente após a vagotomia 
subdiafragmática.  
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Em nossos experimentos, a administração intraperitonial de LPS (30 µg/kg), 
aumentou significativamente a temperatura corporal dos animais. No entanto, a 
administração intraperitonial do antagonista seletivo de receptor para neurocininas 
NK1, SR140333, nas doses de 0,3 ou 1,0 mg/kg, não modificou esta resposta febril 
desencadeada pelo LPS (figuras 1A e 1B).  
Alguns estudos anteriores mostram a participação da substância P na 
resposta febril desencadeada pelo LPS. BALASKÓ et al., em 2000, observaram que 
a administração do antagonista NK1 CP-96,345, uma hora antes da administração 
intravenosa do LPS, reduziu significativamente a febre induzida por esta endotoxina. 
Resultados semelhantes foram obtidos por BLATTEIS et al. (1994) e SZELÉNYI et 
al. (1997), com a administração de antagonistas peptídicos da mesma. No entanto, é 
possível que a diferença observada entre os nossos resultados e os obtidos por 
esses autores mencionados acima resida no fato de que os mesmos administraram 
os antagonistas NK1 centralmente (diretamente na área pré-óptica ou 
intracerebroventricular). Isto sugere que a substância P liberada no sistema nervoso 
central (SNC) tem um papel mais importante na resposta febril desencadeada pelo 
LPS do que a liberação periférica deste neuropeptídeo. Soma-se a isto o fato do 
SR140333 ter baixo poder de penetração no SNC (JUNG et al., 1994), justificando, 
assim, sua inefetividade quando administrado perifericamente em nossos 
experimentos.  
Em uma dose superior do antagonista (3 mg/kg), observamos uma redução 
significativa do pico da resposta febril induzida pelo LPS. Entretanto, esta redução 
foi precedida por uma hipotermia inicial, o que sugere que ela resulte de uma 
alteração nos mecanismos termorregulatórios dos animais (figura 1C). No entanto, 
quando o SR140333 foi administrado sozinho, nas doses de 1 ou 3 mg/kg ip, o 
mesmo não modificou significativamente a temperatura basal dos animais (figura 
1D). Ou seja, o antagonista na dose de 3 mg/kg ip é capaz de induzir hipotermia 
somente na presença do LPS.  
Estudos mostram que o LPS é capaz de induzir hipotermia em roedores, 
principalmente quando administrado em altas doses (500 µg/kg, por exemplo) e em 
temperaturas menores do que 30°C (DeRIJK et al., 1994; ROMANOVSKI e 
SZÉKELY, 1998; STEINER et al., 2009); no entanto, mesmo utilizando-se doses 
baixas de LPS (5 µg/kg, por exemplo) este efeito ainda pode ser observado (HARE 
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et al., 1995; MARTIN et al., 1995; LEDEBOER et al., 2002; ZHANG et al., 2003). O 
desenvolvimento da hipotermia depende do tipo de LPS utilizado, sendo o LPS que 
nós utilizamos mais efetivo do que outros no desencadeamento desta resposta 
(DOGAN et al., 2000; AKARSU e MAMUK, 2007); e pode ser mediado por diversas 
substâncias como a vasopressina (SAIA e CARNIO, 2006), o TNF-α (DeRIJK e 
BERKENBOSCH, 1994; AKARSU e MAMUK, 2007), os leucotrienos (PAUL et al., 
1999), dentre outras.  
Em nossos experimentos, a administração de LPS 30 µg/kg ip numa 
temperatura ambiente de 22 ± 2 °C não causou hipotermia nos animais. Desta 
forma, é provável que a hipotermia observada nos animais seja decorrente de um 
efeito sinérgico entre o SR140333 e o LPS quando administrados perifericamente, 
como exemplo por inibir os mecanismos termorregulatórios que envolvem a 
substância P (SHIBATA et al.,1988; BLATTEIS et al., 1994; SZELÉNYI et al., 1997; 
BALASKÓ et al., 2000) e/ou por interferir com a liberação/atividade das substâncias 
liberadas pelo LPS durante a hipotermia, o que, possivelmente, facilitaria o 
desenvolvimento da hipotermia. De qualquer forma, nosso experimento exclui a 
possibilidade de utilizar o SR140333 na dose de 3 mg/kg. 
A fim de confirmar que a dose de 1mg/kg já seria suficiente para exercer 
algum efeito periférico, realizamos um experimento de permeabilidade vascular. A 
aplicação intradérmica de substância P (30 pmol) ou LPS (200 ou 400 µg), 
aumentou significativamente o extravasamento plasmático, avaliado através do 
extravasamento de azul de Evans para a pele, quando comparado ao grupo controle 
que recebeu salina. A administração do SR140333, na dose de 1 mg/kg via ip, 
reduziu significativamente (63%) o extravasamento plasmático induzido pela 
substância P, mas não foi capaz de modificar o extravasamento plasmático induzido 
por LPS (figuras 2A e 2B, respectivamente).  
O aumento da permeabilidade vascular é um evento inicial da resposta 
inflamatória. Diferentes receptores têm se mostrado capazes de modular, direta ou 
indiretamente, a permeabilidade vascular, como os receptores H1 de histamina 
(GOEZSY e KATO, 1963; BHARGAVA et al., 1977), os receptores de serotonina 5-
HT1 e 5-HT2 (SARIA et al., 1983), os receptores B1 e B2 de bradicinina (BERTRAND 
et al., 1993; UENO et al., 1995), os receptores de taquicininas NK1 (JACQUES et 
al., 1989; BERTRAND et al., 1993b), entre outros. 
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Existem trabalhos mostrando que a substância P é capaz de promover um 
aumento na permeabilidade vascular através da liberação de vários mediadores 
como a histamina (para revisão ver MAGGI, 1997; e HARRISON e GEPPETTI, 
2001), a bradicinina (SULPIZIO et al., 2004), ou diretamente causando abertura das 
junções entre as células endoteliais (BOWDEN et al., 1994); efeitos mediados pelos 
receptores NK1. PASSOS et al. (2004) também mostraram que os receptores NK1 
são importantes para o desenvolvimento de edema induzido por bradicinina. 
Portanto, nossos resultados estão de acordo com os dados mencionados acima e 
ressaltam a importância dos receptores NK1 para as ações da substância P e a 
efetividade do tratamento com SR140333. 
O LPS também aumenta a permeabilidade vascular através da liberação de 
histamina (HIRASAWA et al., 2006; WU et al., 2004), de leucotrieno B4 (para revisão 
ver WAGNER e ROTH, 2000), do aumento da expressão dos receptores B1 de 
bradicinina (PASSOS et al., 2004) e de receptores AT1 de angiotensina II (ZHANG e 
SUN, 2005), entre outros. O fato do SR140333 não ter reduzido o extravasamento 
plasmático induzido por LPS, provavelmente, deve-se ao fato da substância P não 
participar diretamente desta resposta induzida pelo LPS, contribuindo apenas de 
forma indireta ao ser liberada posteriormente à bradicinina, não sendo, portanto, 
essencial para os efeitos causados pelo LPS.  
Estes dados confirmam que a dose de 1 mg/kg do SR140333 é suficiente 
para exercer um efeito farmacológico e assim, que o aumento da permeabilidade 
vascular promovido pela substância P é decorrente, pelo menos em parte, da sua 
ligação aos receptores NK1. Isto sugere que os efeitos desencadeados pelo LPS 
não dependem das ações periféricas da substância P, mediadas pelos receptores 
NK1. Porém, tanto a resposta febril quanto o extravasamento plasmático exigem 
doses altas de LPS para sua indução e, particularmente, na resposta febril estas 
doses devem ser altas o suficiente para causar uma resposta sistêmica. Assim, 
procuramos avaliar se em uma resposta local, como na migração celular em 
resposta ao LPS, a participação da substância P poderia ser mais evidente.  
A presença de LPS no sangue é freqüentemente associada à circulação de 
TNF-α, IL-1, IL-8, C5a e outros mediadores solúveis que modulam a função 
neutrofílica (para revisão ver WAGNER e ROTH, 2000). O tipo celular primário 
responsivo a esses efeitos é o macrófago, que sintetiza grandes quantidades de IL-1 
e TNF-α em resposta ao LPS (GALLIN et al., 1992). Essas citocinas, por sua vez, 
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são as principais responsáveis pelos efeitos indiretos do LPS na migração de PMN 
induzindo a síntese de moléculas de adesão (FERRÁNDIZ e FOSTER,1991). 
Como mencionado anteriormente, também existem vários trabalhos que 
mostram uma participação direta da substância P na resposta inflamatória (para 
revisão ver REINKE e FABRY, 2006). YARAEE et al. (2003) e DELGADO et al. 
(2003) verificaram que a substância P é capaz de ativar células do sistema imune, 
como macrófagos, linfócitos e granulócitos de camundongos e ratos, e induzir um 
aumento na liberação de citocinas pró-inflamatórias por essas células (IL-1, TNF-α), 
o que poderia contribuir com a migração celular. Como TNF-α e IL-1 atuam 
induzindo a síntese de moléculas de adesão e liberação de quimiotáticos para 
neutrófilos (HUBER et al., 1991; KUIJPERS et al., 1992; MICHEL et al., 2006), torna-
se clara a contribuição efetiva das mesmas na migração de neutrófilos. No entanto, 
não existem evidências de que esta participação ocorra durante a migração celular 
promovida por LPS.  
Em nossos primeiros experimentos de migração celular, a administração de 
substância P na dose de 30 nmol/kg, aumentou significativamente a migração de 
neutrófilos para a cavidade peritonial (figura 3). Este efeito da substância P pode 
estar associado à sua capacidade de induzir citocinas quimiotáticas (HUBER et al., 
1991; KUIJPERS et al., 1992; MICHEL et al., 2006), bem como à sua capacidade de 
induzir móleculas de adesão, como a E-selectina, P-selectina e a ICAM-1, 
importantes para o extravasamento de leucócitos, como mencionado anteriormente 
(MATIS et al., 1990; SMITH et al., 1993; NAKAGAWA et al., 1995). 
Ainda, a administração de substância P seguida da administração de LPS, 
em doses subliminares de cada um (10 nmol/kg e 0,2 µg/kg, respectivamente), 
também aumentou significativamente a migração de neutrófilos para a cavidade 
peritonial (figura 4). Resultado semelhante foi obtido por COSTA et al. (2006), onde 
os autores observaram um aumento na atividade da enzima mieloperoxidase (uma 
indicativa da presença de neutrófilos), na pele de camundongos co-estimulados com 
TNF-α e Substância P, em doses também subliminares de cada um. 
Provavelmente este efeito é decorrente de uma maior ativação do fator de 
transcrição NF-κB, considerando que tanto substância P (MARRIOTT, et al., 2000; 
SUN et al., 2007) quanto LPS (MÜLLER et al., 1993) e TNF-α (VILCEK e LE, 1994) 
são capazes de ativar este fator de transcrição e, então, induzir uma maior produção 
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de mediadores inflamatórios, importantes para a migração celular. Reforçando essa 
hipótese, BERMAN et al., em 1996, verificaram que a pré-incubação de macrófagos 
peritoniais de ratos com substância P aumenta a liberação de citocinas pró-
inflamatórias induzidas por LPS.  
Esses resultados sugerem que a substancia P pode modular a migração de 
leucócitos para a cavidade peritonial, induzida pelo LPS, mas não confirmam sua 
liberação durante a estimulação com esta endotoxina. Assim, fomos então verificar o 
papel da substância P endógena, atuando via receptor NK1, utilizando o antagonista 
seletivo de NK1, SR140333, no número de células residentes na cavidade peritonial, 
e na migração celular induzida por LPS. 
Existem diversos estudos mostrando que os receptores NK1 são importantes 
para o desencadeamento da resposta imune inata, participando desde o 
desenvolvimento das células (monócitos/macrófagos, por exemplo) até a regulação 
da atividade das mesmas (para revisão ver TULUE et al., 2009). Porém, em nosso 
experimento observamos que a administração intraperitonial do SR140333, na dose 
de 1,0 mg/kg, não foi capaz de alterar de maneira significativa o número de 
leucócitos na cavidade peritonial, quando comparado ao grupo controle (figura 5). 
Este resultado, no entanto, não excluiu a possibilidade do SR140333 modificar a 
atividade dos leucócitos residentes na cavidade peritonial e, assim, interferir na 
migração de neutrófilos induzida por LPS. 
A administração de LPS nas doses de 0,3, 1,0 ou 3,0 µg/kg na cavidade 
peritonial, aumentou significativamente a migração de neutrófilos para o local (figura 
6). Resultados semelhantes foram obtidos por NAKAMURA et al. (2001) e por 
GIEBELEN et al. (2007).  
O antagonista SR140333, administrado por via intraperitonial nas doses de 
0,3 ou 1,0 mg/kg, não foi capaz de modificar a migração de leucócitos induzida pelo 
LPS 0,3 µg/kg (figura 7), sugerindo que o receptor NK1, como nas respostas 
anteriores, não tem uma participação relevante neste processo desencadeado por 
esta endotoxina. Ainda, considerando que o receptor NK1 é o principal receptor para 
atuação da substância P, é provável que a substância P endógena não contribua 
para a migração de neutrófilos induzida por LPS.  
Nosso resultado está em acordo com o estudo feito por ELEKES, et al. 
(2007), no qual foi observada a incapacidade do SR140333 em reduzir o acúmulo de 
neutrófilos induzido por LPS, num modelo de inflamação das vias aéreas, em 
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camundongos. Neste estudo, o acúmulo de neutrófilos foi reduzido somente pelo 
tratamento com o antagonista do receptor do peptídeo relacionado ao gene da 
calcitonina (CGRP), ou pela associação de antagonistas dos receptores NK1 e NK2. 
Resultado semelhante foi obtido por VERON et al. (2004), no qual a administração 
conjunta dos antagonistas de receptores NK1 e NK2 reduziu o número de neutrófilos 
no lavado broncoalveolar de ratos estimulados com LPS. 
Soma-se a isto o fato de que, as neurocininas endógenas não são altamente 
seletivas para os seus receptores, podendo atuar em todos os receptores para 
neurocininas (NK1, NK2 e NK3), se estiverem altas concentrações ou se os 
receptores de sua maior afinidade não estiverem disponíveis (REGOLI et al., 1994).  
Assim, a inefetividade do SR140333 em reduzir a migração de neutrófilos 
induzida pelo LPS pode ser devida ao fato da substância P estar atuando em outros 
receptores que não o NK1 ou, ainda, por mecanismos independentes de qualquer 
receptor. Um exemplo é a estimulação pela substância P, da quimiotaxia de PMNs 
pela sua ligação ao receptor do fMLP (para revisão ver KAVELAARS, et al., 1994). 
Como citado anteriormente, existem estudos que demonstram a participação 
da substância P na migração celular, utilizando o mesmo antagonista utilizado neste 
estudo, o SR140333, em respostas inflamatórias induzidas por outros estímulos, 
como na peritonite induzida por formalina (SANTOS et al., 2004) e no modelo de 
pleurisia induzido por veneno de P. nigriventer (PVN) (COSTA et al., 2002). É 
possível que esses autores tenham observado um efeito pronunciado do SR140333, 
por terem utilizados estímulos que exercem inúmeros efeitos no sistema nervoso 
periférico, inclusive nas fibras C e Aδ, que são as principais fontes de substância P. 
Ou seja, são estímulos que, reconhecidamente, ativam a liberação de substancia P 
endógena para desencadear seus efeitos; diferente do LPS que ativa uma gama de 
células residentes aumentando a síntese de interleucinas, quimiocinas e moléculas 
de adesão, para desencadear uma resposta inflamatória como a migração celular.  
Em conjunto, nossos resultados sugerem que a substância P endógena, 
liberada perifericamente, não tem um papel relevante na manutenção das respostas 
inflamatória e febril desencadeadas pelo LPS. 
Em estudos anteriores foi demonstrado que a vagotomia subdiafragmática 
reduziu a resposta febril e a migração celular induzida por LPS (WERNER et al., 
2003). Com relação à migração celular, esta redução deveu-se basicamente por 
uma redução no número de células residentes no peritônio, 15 dias após o 
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procedimento cirúrgico. Neste estudo, aventamos a possibilidade de que a ausência 
de substâncias liberadas pelo nervo vago, como a acetilcolina e a substância P, 
poderiam ser responsáveis por estes efeitos. Posteriormente, avaliamos a 
participação da acetilcolina nestas respostas. Em 2005, POCHAPSKI demonstrou 
que a acetilcolina, provavelmente liberada do nervo vago de maneira aguda, modula 
a resposta febril e a migração celular induzidas por LPS através da ativação de 
receptores nicotínicos em macrófagos. Esse efeito está relacionado, pelo menos em 
parte, a uma redução na liberação de TNF-α. No presente estudo, avaliamos, de 
maneira similar, a participação da substância P através da ativação de receptores 
NK1. Então, estes dados em conjunto, sugerem que a acetilcolina proveniente das 
fibras vagais tem uma participação mais relevante do que a substância P, liberada 
perifericamente, na sinalização destas respostas, pelo menos no que diz respeito ao 
LPS.  
Existem diversos estudos que demonstram que a substância P liberada no 
SNC participa da resposta febril induzida por LPS. O passo seguinte foi, então, 
investigar o papel da substância P presente no SNC, na resposta febril utilizando o 
SR140333. 
A administração intracerebroventricular (icv) do antagonista SR140333, nas 
doses de 1,0 ou 3,0 µg/rato, 30 minutos antes da administração intraperitonial do 
LPS (30 µg/kg), reduziu significativamente (33% e 57%, respectivamente) a resposta 
febril induzida pelo LPS (figuras 8B e 8C, respectivamente). Nosso resultado 
confirma estudos anteriores que utilizaram outros antagonistas de receptores NK1 e 
que evidenciam a participação da substância P central na febre induzida por LPS 
(SZELÉNYI et al., 1997; BALASKO et al., 2000). Dados de uma revisão publicada 
por Blatteis (1992) sugerem que os pirógenos endógenos circulantes, induzidos pelo 
LPS, por exemplo, interagem com elementos sensoriais na OVLT e que a substância 
P parece ser um dos neurotransmissores envolvidos. Ele propõe que a substância P 
afeta os neurônios termorreguladores presentes na área pré-óptica do hipotálamo 
diretamente, ou induz a síntese de citocinas que então atuariam nesses neurônios 
para desencadear a resposta febril. Como a dose de 3,0 µg/rato do antagonista 
reduziu totalmente a febre induzida pelo LPS, sem alterar a temperatura corporal 
basal dos animais (figura 8D), utilizamos esta dose nos experimentos seguintes. 
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Num segundo momento avaliamos o efeito da substância P exógena na 
temperatura corporal (Tc) dos animais. A administração de SR140333 (3 µg/rato, icv) 
reduziu significativamente (60%) o aumento da Tc induzido pela substância P (500 
ηg/rato, icv), 30 minutos após a administração de captopril (5 µg/rato, icv) (figura 9). 
O captopril foi utilizado neste experimento por ser um inibidor da enzima conversora 
de angiotensina I (ECA), que tem sido relatada como uma das enzimas 
responsáveis pela degradação da substância P, inclusive no SNC (CASCIERI, et al., 
1983; para revisão, ver SKIDGEL e ERDOS, 2004; CYRINO et al., 2002). O uso de 
captopril fez-se necessário porque a injeção de substância P icv em animais não-
tratados com esta droga não modificou a Tc dos animais (resultado não mostrado).  
Confirmamos que este aumento na Tc induzido pela administração de 
substância P é mediado pelos receptores NK1. Este efeito pode ser decorrente da 
capacidade da substância P afetar a atividade de neurônios sensíveis e insensíveis 
à temperatura (SHIBATA et al., 1988; BLATTEIS et al., 1994), de induzir a síntese 
de citocinas pró-inflamatórias que podem desencadear a febre (YARAEE et al., 
2003; DELGADO et al., 2003) e/ou decorrente da liberação de PGs, considerando 
que o tratamento de cobaias (guinea pigs) com indometacina, inibidor da síntese 
desses mediadores da resposta febril (VANE, 1971; STRIJBOS et al., 1992), aboliu 
o aumento de temperatura induzido pela injeção central (intra-pré-optica) de 
substância P (BLATTEIS et al., 1994). Este resultado reforça a importância da 
substância P na regulação da Tc, como sugerido por diversos autores (DIB, 1987; 
BALASKÓ et al., 2000; TKACHENKO et al., 2006). 
Como mencionado anteriormente, diversos mediadores participam da 
resposta febril induzida por LPS. Nós decidimos primeiramente investigar se a 
substância P, através dos receptores NK1, participa da resposta febril induzida por 
IL-1β, um dos mais importantes pirogênios endógenos (LONG et al., 1990; 
ROTHWELL, 1991). Isto se deve ao fato de que a IL-1β é uma das primeiras 
citocinas a ser induzida/liberada após a administração de LPS e que as fibras 
aferentes, principal fonte de substância P no organismo, são importantes para a fase 
inicial da resposta febril induzida pelo LPS (para revisão, ver ROTH et al., 2009). 
Além disso, existem algumas evidências de que a IL-1β é capaz de induzir a 
liberação de substância P in vitro a partir de células da medula espinhal de ratos 
(MALCANGIO, et al., 1996) e de neurônios aferentes primários, através de 
mecanismos que envolvem a via dos prostanóides (INOUE et al., 1999), o que 
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poderia contribuir para o desenvolvimento da febre, uma vez que as PGs são um 
dos mais importantes mediadores desta resposta (VANE, 1971; STRIJBOS et al., 
1992). Recentemente, SKOFF et al. (2009) observaram a capacidade da IL-1β e, 
principalmente, da IL-1α de aumentarem in vitro a expressão de substância P em 
cultura de neurônios da raiz dorsal de ratos adultos. 
Em nosso experimento, a administração icv de IL-1β na dose de 3,12 
ng/rato, promoveu um aumento significativo da temperatura corporal, o que está em 
acordo com dados da literatura (ZAMPRONIO et al., 2000, WERNER et al., 2006). 
Para a nossa surpresa, embora a administração de SR140333 (3 µg, icv) tenha sido 
capaz de abolir a resposta febril induzida por LPS, este antagonista não foi capaz de 
reduzir a febre desencadeada pela IL-1β (figura 10), sugerindo que a substância P 
não participa da febre desta citocina.  
Alguns estudos mostram que a substância P é capaz de induzir a liberação 
de citocinas como a IL-1β em várias células (LEE e DOUGLAS, 1994; YARAEE et 
al., 2003; DELGADO et al., 2003). Além disso, estudos com animais vagotomizados 
sugerem que as fibras aferentes (vagais e não vagais), têm papel relevante na fase 
inicial da resposta febril (para revisão ver SZÉKELY et al., 2000; BLATTEIS, 2007). 
Desta forma, estando a substância P presente nessas fibras, é possível que este 
neuropeptídeo atue previamente a qualquer citocina induzida pelo LPS, ou que 
contribua para a efetivação da resposta febril induzida por outros pirogênios 
liberados concomitantemente ou anteriormente à IL-1β. No entanto, qualquer 
suposição a este respeito seria prematura e estudos subseqüentes são necessários 



























Os resultados obtidos permitem concluir que: 
 
• A administração sistêmica do antagonista SR140333, não é capaz de 
modificar a resposta febril, o extravasamento plasmático ou a migração 
celular induzidos por LPS, sugerindo que as ações da substância P liberada 
perifericamente, mediadas através dos receptores NK1, não são importantes 
para o desenvolvimento das respostas inflamatória e febril induzidas por LPS. 
• A administração central, via intracerebroventricular (icv), do SR140333, reduz 
significativamente a resposta febril induzida por LPS, sugerindo que a 
substância P presente no sistema nervoso central participa, através dos 
receptores NK1, da resposta febril induzida pelo LPS. 
• A administração central (icv) do SR140333, não é capaz de modificar a 
resposta febril induzida por interleucina (IL)-1β, sugerindo que a substância P 
seja liberada previamente a esta citocina, embora possa fazer parte de outras 
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